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MDS, skalowanie wielowymiarowe (ang. Multidimensional scaling)
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1. Wstep

1.1 Wprowadzenie i uzasadnienie celowosci pracy doktorskiej

Nowotwory skory sa jednymi z najczeséciej spotykanych nowotwordéw, a sposrdd nich
najbardziej agresywnym typem jest czerniak zlosliwy. Ze wzglgdu na szybkie tempo wzrostu,
dynamiczny rozwdj iczgste przerzuty jest najtrudniejszy w leczeniu i w zwigzku z tym
charakteryzuje si¢ najgorszym rokowaniem oraz najwicksza $miertelno$cia. Wywodzi si¢ z
komorek barwnikowych, zwanych melanocytami (1). Pod wplywem czynnikdéw genetycznych
oraz Srodowiskowych dochodzi do niekontrolowanej proliferacji melanocytow wynikajacych z
kumulacji w nich mutacji, mogacych zaréwno pobudzaé¢ podzialy komoérkowe jak i hamowac
mechanizmy obronne komorki. Obecnie koncepcja onkogenezy czerniaka jest uwazana za
proces wieloczynnikowy obejmujacy czynniki genetyczne, epigenetyczne i sSrodowiskowe (2).
Czerniak skory wystepuje gltéwnie u dorostych i moze pochodzi¢ de novo badz wywodzi¢ si¢
ze znamion barwnikowych lub plamy soczewicowatej. Nalezy podkresli¢, ze czerniaki sg to
nowotwory o wysokim odsetku wyleczen, gdy zaawansowanie choroby ograniczone jest
miejscowo do skory. Odpowiednio wczesnie zdiagnozowane wymagaja najczesciej prostej
interwencji chirurgicznej i monitorowania zmian na skoérze. Zdiagnozowane natomiast
w poOzniejszym etapie, z uwagi na czgste przerzuty m.in. do regionalnych weztéw chtonnych,
watroby, pluc 1  moézgu wymagaja leczenia  kompleksowego, skojarzonego
1 wielospecjalistycznego (3). Ryzyko zachorowania na czerniaka skory wzrasta z wiekiem,
osiggajac maksimum w 6smej dekadzie zycia. Wg najnowszych danych epidemiologicznych
liczba zachorowan na czerniaki gwattownie ro$nie we wszystkich czgéciach $wiata, takze wérod
miodszej populacji (4). Wykrywanie czerniaka na wczesnym etapie zaawansowania,
doktadniejsze poznanie czynnikow ryzyka zwigkszajacych jego wystgpowanie oraz ich
prewencja stanowig zatem priorytet w walce o zmniejszenie $miertelnosci.

Wiek chronologiczny stanowi jedynie przyblizong miar¢ procesOw starzenia si¢ organizmu i w
zwigzku z tym niezbedne jest zidentyfikowanie wiarygodnych biomarkeréw, na podstawie
ktérych bedziemy w stanie okresli¢ rdznice w tempie starzenia si¢ 0osob jak i prawidtowo oceni¢
ryzyko wystapienia chordb zwigzanych z wiekiem. Poprzez doktadne okreslenie wieku
biologicznego vs wieku chronologicznego (i oceng tzw. tempa starzenia si¢ organizmu) mozna

przewidzie¢ dlugos$¢ zycia i zapobiec chorobom wieku starczego. Jednym z potencjalnych
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biomarkeroéw starzenia si¢ oceniajacego wiek biologiczny, ktory zyskal na znaczeniu w
ostatnich latach i wzbudza wcigz zainteresowanie jest epigenetyczna ocena starzenia si¢
okreslana na podstawie analizy stopnia metylacji DNA (DNAm) w zakresie okreslonych loci
(5). W ostatnich latach coraz wigcej uwagi przywigzuje si¢ do wplywu czynnikéw
srodowiskowych na metylacjc DNA. Badajac wiek biologiczny, w kontek$cie czynnikéw
srodowiskowych, mozliwe jest badanie przyczyny starzenia, ale takze zwigzku z wystgpieniem
r6znego rodzaju chorob. Badania naukowe dowodzg o istotnym zwigzku migdzy zmianami w
metylacji DNA, a wystepowaniem réznego rodzaju schorzen. W ostatnim czasie w literaturze
ukazaty si¢ intrygujace badania sugerujace, iz zmiana wzoru metylacji wywolana czynnikiem
zewngtrznym, moze przyczyniac si¢ do wystapienia chordb, takich jak np. nowotwor ztosliwy
sutka czy choroba wiencowa serca (6,7). Najnowsze badania nad r6znymi typami nowotwordéw
wskazuja na znaczenie epigenetycznych mechanizméw w procesie onkogenezy i ich
potencjalnego wykorzystania do przewidywania ryzyka zachorowania na nowotwory (7).
Ponadto identyfikacja czynnikdw wywolujacych zmiany w metylacji oraz mozliwo$¢ badania
zmian we wzorze metylacji moze pozwoli¢ na opracowanie narzg¢dzia stuzacego do wezesnej
diagnostyki oraz zrozumienia mechanizmoéw niektorych chordb, co moze stanowi¢ istotny
przelom w medycynie.

W niniejszej dysertacji doktorskiej podjeto probe wytlumaczenia patogenezy czerniaka
ztosliwego skory kilkuetapowo, a zarazem kompleksowo obejmujac ocene wptywu czynnikow
srodowiskowych, epigenetycznych i genetycznych na rozwdj czerniaka.

Zgodnie z moja najlepsza wiedza, w literaturze istniejg zaledwie trzy prace ktorych celem byta
ocena wptywu czynnikéw Srodowiskowych na metylacje DNA, a co wigcej brakuje badan
analizujacych epigenetyczne tempo starzenia si¢ pacjentdéw ze zdiagnozowanym czerniakiem
ztosliwym. W niniejszej pracy doktorskiej postanowiono zatem zweryfikowaé hipoteze czy
nowotwory — w tym przypadku czerniak ztosliwy skory, a takze czynniki srodowiskowe (na
ktore pacjenci z czerniakiem ztosliwym byli i sa eksponowani) sa skorelowane z wiekiem
epigenetycznym. U wszystkich pacjentdéw wg naszej aktualnej wiedzy po raz pierwszy zostat
oceniony wiek epigenetyczny, oraz podjeta zostata proba identyfikacji przyczyn powstawania
czerniaka zto§liwego skory wynikajacych z wptywu réznych czynnikéw srodowiskowych na
metylacje DNA.

Co wigcej, nalezy podkresli¢, ze zmienno$¢ fenotypowa populacji cztowieka determinowana
jest przez dwa uzupelniajace si¢ czynniki: wpltyw S$rodowiska oraz wpltyw informacji
genetycznej. W mojej pracy oprocz analizy wptywu $rodowiska postanowitam jednocze$nie

przeprowadzi¢ analiz¢ markerow genetycznych SNP (polimorfizm pojedynczego nukleotydu,
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ang. single nucleotide polymorphism,), czyli najczgsciej wystepujacej zmiennosci sekwencji
DNA. Przeprowadzone dotychczas badania asocjacyjne catego genomu ujawnily liczne
polimorfizmy okre$lajace zwigkszona podatno$¢ zachorowania na czerniaka zlosliwego.
Istnieja natomiast doniesienia sugerujace niejednokrotnie rozbieznosci pomigdzy obecnos$cig
danego wariantu genetycznego SNP a wystgpowaniem czerniaka zlosliwego (8-10). W
niniejszej pracy postanowiono zatem zweryfikowaé predyspozycje genetyczng badanej grupy
pacjentdow pochodzacej z polskiej populacji do rozwoju czerniaka w zakresie wszystkich
dotychczas odkrytych markerow SNP, zasocjowanych wczedniej z czerniakiem w europejskiej
populacji. Podjeto réwniez probe zidentyfikowania nowych, dotychczas nieznanych wariantéw
SNP zwigkszajacych podatno$¢ na zachorowanie na czerniaka zlosliwego, poprzez
przeprowadzenie poréwnawczej analizy GWAS (badanie asocjacyjne catego genomu, ang.
Genome-wide association study) w grupie pacjentdw z rozpoznanym czerniakiem zlosliwym

skory 1 w grupie kontrolne;.

it AR

2y

Obraz makroskopowy czerniaka zlo$liwego skory.
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1.2 Czerniak — informacje ogdlne oraz etiopatogeneza

Czerniak ztosliwy (tac. melanoma malignum) jest nowotworem ztosliwym skory powstatym w
wyniku zlosliwej transformacji komorek barwnikowych, zwanych melanocytami. Komadrkami
macierzystymi dla melanocytow s3a melanoblasty, powstajace z ektodermalnych komorek
grzebieni nerwowych. Gtéwnym miejscem wystepowania melanocytow, a zarazem najcze¢stsza
lokalizacja czerniaka jest warstwa podstawna naskdrka. Czerniaki jednakze moga powstawac
réwniez w innych miejscach, do ktorych migruja komoérki grzebienia nerwowego, takich
jak btona naczyniowa oka, btony §luzowe, ucho wewngtrzne oraz opony mézgowo-rdzeniowe
(11).

Pod wplywem czynnikow genetycznych oraz srodowiskowych, z ktdrych najwazniejszym jest
promieniowanie ultrafioletowe (UV) dochodzi do niekontrolowanej proliferacji melanocytow
wynikajacych z kumulacji w nich mutacji, mogacych zaréwno pobudzaé¢ podziaty komorkowe
jak 1 hamowa¢ mechanizmy obronne komorki. W odpowiedzi na uszkodzenie DNA wywotane
promieniowaniem UV, keratynocyty skory wytwarzaja hormon stymulujacy melanocyty
(MSH), ktory wigze si¢ z receptorem melanokortyny 1 (MC1R) na melanocytach, ktére
nastepnie produkuja i uwalniaja melaning. Pigment melaniny ostatecznie dziata jako ostona dla
promieniowania UV, zapobiegajac w ten sposob dalszym zmianom DNA.

Doktadne przyczyny powstawania czerniaka nadal pozostaja nie w petni wyjasnione, natomiast
w ostatnich latach poczyniono duzy postep w poznaniu rozwoju tego nowotworu.

Czerniaka skory mozna ogdlnie sklasyfikowa¢ na podstawie jego pochodzenia ze skory
przewlekle lub okresowo eksponowanej na dziatanie promieni stonecznych, co wigze si¢ z jego
lokalizacja, wiekiem pacjenta w momencie rozpoznania, stopniem skumulowanej ekspozycji
na promieniowanie UV, rodzajem czynnikéw onkogennych i obcigzeniem mutacyjnym (12).
Najczestsze mutacje somatyczne w czerniakach powstajacych w obrebie skory przewlekle lub
okresowo wystawionej na stofice dotycza genow kontrolujacych procesy komérkowe, takie jak:
- proliferacja (BRAF, NRAS i NF1),

- wzrost 1 metabolizm (homolog fosfatazy i tensyny — PTEN oraz receptor protoonkogenu KIT
kinaza tyrozynowa - KIT),

- opornos$¢ na apoptoze (biatko nowotworowe p53 — TP53),

- kontrola cyklu komérkowego (inhibitor kinazy zaleznej od cyklin 2A - CDKN2A)

- dlugos$¢ zycia replikacyjnego (odwrotna transkryptaza telomerazy - TERT) (13).
Wystepowanie mutacji w obrebie tych gendéw zazwyczaj prowadzi do nieprawidlowej

aktywacji dwoch glownych szlakow sygnalowych w czerniaku: kaskady sygnatowej
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RAS/RAF/MEK/ERK [znanej rowniez jako szlak kinazy bialkowej aktywowanej mitogenami
(MAPK)] i kinazy 3-fosfoinozytolu ( szlak PI3K)/AKT (14).

Czerniaki na skorze przewlekle eksponowanej na stonce zwykle pojawiaja si¢ u osob w
starszym wieku (>55 lat), w lokalizacjach najcze¢$ciej wystawianych na stonce, takich jak gtowa
1 szyja, a takze na grzbietowych powierzchniach konczyn goérnych. Zwykle czerniaki
pochodzace ze skoéry przewlekle wystawiane] na slofice maja wysoki tadunek mutacyjny
wtorny do dlugotrwatej ekspozycji na UV. Glownymi czynnikami genetycznymi w tych
przypadkach jest mutacja protoonkogenu B-Raf (BRAF), mutacje neurofibrominy 1 (NF1) i
NRAS. Czerniak zwigzany z intensywna, okresowa ekspozycja na stonce wystepuje u 0sob w
mlodszym wieku (<55 lat), w lokalizacjach mniej nastonecznionych, takich jak tutéw oraz
czesci proksymalne konczyn, zwykle wigze si¢ z mutacja BRAFV600E i nizszym obcigzeniem
mutacyjnym (15).

Natomiast za rozwdj czerniaka ze zmian przednowotworowych nie jest odpowiedzialny jeden
wzorzec. Poszczegdlne podtypy histologiczne czerniaka moga ewoluowaé z réznych zmian
prekursorowych i moga obejmowacé réozne mutacje genowe. Mutacja BRAF jest obecna nawet
w 80% tagodnych znamion, co skutkuje ograniczong proliferacja melanocytow poprzez
aktywacje starzenia si¢ komorek, w ktorej posredniczy onkogen. Te znamiona pozostaja
nieaktywne przez dziesigciolecia, rdwniez z powodu nadzoru immunologicznego (16,17).
Wystepowanie izolowanej mutacji BRAF nie jest wystarczajace do powstania czerniaka zatem
stosunkowo rzadko obserwuje si¢ jego rozwoj pochodzacy z tagodnych znamion (18).
Zazwyczaj do jego progresji niezbedne jest nabycie kolejnych mutacji w kluczowych genach,
takich jak TERT czy CDKN2A.

Charakterystyka histologiczna jest obecnie podstawg diagnostyki neoplazji melanocytéw i
okreslenia ich potencjatu ztosliwosci. Nalezy podkresli¢, ze zalezno$¢ od samej histopatologii
prowadzi czgsto do niejednoznacznej oceny zmian i niewlasciwej stratyfikacji ryzyka ze
wzgledu na rézne patofizjologiczne czynniki wyzwalajace onkogeneze (19). By¢ moze
zastosowanie nowych metod oceny czynnikdw genetycznych, epigenetycznych i biologicznych
wplywajacych na powstawanie czerniaka moze prowadzi¢ do poprawy diagnostyki czerniaka,
wczesnego rozpoznawania pacjentow ze zwigkszonym ryzykiem progresji i ogolnie uzyskania

lepszych wynikéw onkologicznych.
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1.3 Czerniak — epidemiologia

1.3.1 Epidemiologia czerniaka na $wiecie

Czgstos¢ wystgpowania czerniaka skory na calym $wiecie ros$nie z roku na rok w zatrwazajaco
szybszym tempie w porownaniu z jakimkolwiek innym rodzajem nowotworu u obu plci.
Szacuje si¢, ze wspotczynnik zachorowalno$ci w ciagu trzech dekad wzrost prawie 3-krotnie
(20). Rocznie na $wiecie notuje si¢ ponad 100000 zachorowan (3). Pomimo faktu, ze czerniak
jest odpowiedzialny za jedynie 5% wszystkich przypadkéw nowotwordw skory, stanowi on
gléwna przyczyne zgonow z tego powodu (20). Czesto§¢ wystepowania czerniaka skory jest
zrdznicowana w poszczegolnych krajach, a rézne wzorce zachorowalno$ci przypisuje si¢
réznicom w stopniu nastonecznienia, fototypie skory oraz uwarunkowaniom behawioralnym i
kulturowym populacji zamieszkujacej dany teren. Czerniak skéry z najwieksza czgsto$cia
wystepuje wsrdd osob rasy kaukaskiej szczegolnie narazonych na promieniowanie stoneczne
(21). Najwyzsza zachorowalno$¢ notuje si¢ w Australii i Nowej Zelandii, Stanach
Zjednoczonych oraz w bogatych krajach europejskich (Szwajcaria, Norwegia, Szwecja),
natomiast najnizsza w Azji Srodkowej (22). Szacuje si¢, ze w Stanach Zjednoczonych $rednie
ryzyko wystgpienia czerniaka skory w ciggu zycia wynosi 1: 56 me¢zczyzn oraz 1:37 kobiet,
podczas gdy szacunki dla krajéw Europy Zachodniej podaja, ze 1:50 osdb jest zagrozona
zachorowaniem na czerniaka skdry, niezaleznie od pici. Ryzyko zachorowania na czerniaka
skory wzrasta z wiekiem, osiggajac maksimum w Osmej dekadzie zycia. Nalezy jednak
podkresli¢, ze w przeciwienstwie do innych guzéw litych, czerniak wystgpuje rowniez
stosunkowo cze¢$ciej u osob miodych i w §rednim wieku. Przeprowadzone dotychczas badania
epidemiologiczne sugeruja, ze mediana wieku w chwili rozpoznania czerniaka ztosliwego dla
obu ptci wynosi 57 lat. Analizujac dane dotyczace zapadalno$ci w zaleznosci od plcei, u ptci
zenskiej zachorowalno$¢ wzrasta liniowo od 25. do 50. roku Zycia, a nast¢pnie maleje, podczas
gdy u plci meskiej obserwuje si¢ gwaltowny wzrost czgstosci wystepowania po 55 roku zycia
(4). Ponadto me¢zczyzni ze zdiagnozowanym czerniakiem skory charakteryzujg si¢ gorszym
rokowaniem niz kobiety, z wyzszym odsetkiem nawrotéw choroby, progresji choroby i
$miertelnosci (23). Mozliwym uzasadnieniem tych wynikow jest fakt, ze pacjenci plci meskiej

rzadko przeprowadzaja u siebie samoobserwacje¢ zmian skornych, rzadko wykonuja badanie
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dermatoskopowe znamion u dermatologéw i ostatecznie do lekarzy zglaszaja si¢ w bardziej

zaawansowanych stadiach choroby niz kobiety.

1.3.2 Epidemiologia czerniaka w Polsce

Wg ostatnich dostepnych danych z 2010r. w Polsce czerniak stanowi u me¢zczyzn okoto 1,7%
zachorowan, natomiast u kobiet 1,9% zachorowan, co wynosi okoto 1200 przypadkéw u
mezezyzn 1 1350 u kobiet. Model wiekowy zapadalno$ci na czerniaka jest podobny jak w
innych krajach europejskich. Ryzyko zachorowania na czerniaka skory wzrasta z wiekiem,
osiggajac maksimum w O0smej dekadzie zycia. Do polowy szodstej dekady zycia czastkowe
wspotczynniki zachorowalnos$ci sag wyzsze u kobiet niz u m¢zczyzn, a nastgpnie utrzymuja si¢
na podobnym poziomie u obu pici.

Od trzech dekad obserwuje si¢ wzrost zagrozenia czerniakiem skory u obu ptci i we wszystkich
grupach wiekowych. Wzrost ten moze by¢ zwigzany z nadmierng ekspozycja na
promieniowanie ultrafioletowe oraz inne $rodowiskowe czynniki ryzyka, starzeniem si¢
populacji, zwickszong wykrywalno$cig wynikajaca z udoskonaleniem technik diagnostycznych
takich jak dermatoskopia oraz upowszechnieniem wiedzy o czerniaku zto§liwym w
spoleczenstwie. Wséréd miodych kobiet oraz mezczyzn (20-44 lat) w latach 1980-2010
zachorowalno$¢ wzrosta ponad dwukrotnie; wérod kobiet i me¢zczyzn w Srednim wieku (45-64
lat) obserwowano prawie 3-krotny wzrost zachorowalnosci; w najstarszej grupie wiekowe;j
przyrost zachorowalnos$ci byt najwigkszy — prawie 5-krotny u me¢zczyzn i ponad 3-krotny u
kobiet.

Ryzyko zgonu z powodu tego nowotworu rowniez wzrasta wraz z wiekiem poczawszy od piatej
dekady zycia. Niewatpliwie niepokojacym jest fakt, ze umieralno$¢ z powodu czerniaka skory

w Polsce jest wyzsza niz przecigtna dla Unii Europejskiej o okoto 20% (3).

1.4 Czerniak — czynniki ryzyka

Podobnie jak w przypadku innych nowotworow, synergistyczne oddzialywanie pomig¢dzy

réznymi czynnikami endogennymi 1 egzogennymi przyspiesza onkogenez¢ czerniaka

ztosliwego skory.
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1.4.1 Czynniki $Srodowiskowe

Promieniowanie ultrafioletowe (UV) jest uwazane za glowny $rodowiskowy czynnik ryzyka
rozwoju czerniaka skory (24). Zwigkszone ryzyko czerniaka spowodowane ekspozycja na
stonce jest zwigzane z dhugoscia fali UV, w szczegdlnosci z widmem UV-B (25). Ponadto w
wielu badaniach wzorce i czas ekspozycji na slonce zostaly powigzane ze zwigkszonym
ryzykiem czerniaka. W szczegdlno$ci intensywna i okresowa ekspozycja na stonce (typowa dla
oparzen stonecznych) wiaze si¢ z wyzszym ryzykiem w porownaniu z przewlektym narazeniem
na stonce, ktore czgéciej wiagze si¢ z rogowaceniem slonecznym i nieczerniakowymi
nowotworami skory (26).

Co wigcej, historia oparzen stonecznych w dziecinstwie lub okresie dojrzewania wigze si¢ z
najwyzszym ryzykiem zachorowania na czerniaka, a osoby do$wiadczajace >5 epizodow
cigzkiego oparzenia stonecznego maja 2-krotnie wigksze ryzyko (27). Ekspozycja na
promieniowanie UV-A ze sztucznych zrodet zostala roOwniez powigzana ze zwigkszonym
ryzykiem rozwoju czerniaka. Obserwacja pacjentow z tuszczyca poddawanych fototerapii
promieniami UV-A, a takze osob korzystajacych z solarium wykazata zwigkszone ryzyko
czerniaka w tej populacji. Ponadto przeprowadzone dotychczas badania wykazaty istotny
zwigzek miedzy ryzykiem zachorowania na czerniaka, a czestotliwo$cia korzystania z solariow,
szczeg6lnie w miodym wieku (28). Promieniowanie UV pochodzace z 16zek opalajacych
zostalo oficjalnie uznane jako czynnik rakotworczy (29).

Chemiczne i1 termiczne oparzenia skory sa réwniez zwigzane ze zwigkszong czestoscia
wystepowania czerniaka, jednak stanowia znacznie bardziej istotne czynniki ryzyka w
przypadku innych nowotworéow skory jak np. raka podstawnokomorkowego i1 raka
ptaskonablonkowego (30).

W ostatnich latach wyniki badan epidemiologicznych i eksperymentalnych wykazaty, ze
czynniki dietetyczne mogg rowniez wptywac na rozwoj czerniaka. Wykazano, ze podaz kofeiny
w diecie jest powigzana z nizszym ryzykiem wystgpienia czerniaka, natomiast owocoOw
cytrusowych 1 alkoholu — ze zwigkszonym ryzykiem. Zaleznosci pomi¢dzy
wielonienasyconymi kwasami thuszczowymi, niacyng/nikotynamidem, kwasem foliowym i
witaming D z czerniakiem pozostaja kontrowersyjne (31). Ponadto nie wykazano zwigzku
pomiedzy paleniem tytoniu, a wystgpowaniem czerniaka zto§liwego (32). Dieta
prawdopodobnie wptywa na rozwdj czerniaka poprzez kilka potencjalnych mechanizmow,

takich jak zwigkszenie apoptozy indukowanej promieniowaniem UV 1 zwigkszeniem
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wrazliwo$ci na $wiatlo. Opublikowane wyniki badan sg intrygujace i moga mie¢ istotne
implikacje pod wzglgdem zmniejszenia zachorowalno$ci na czerniaka poprzez modyfikacje

diety (31).

1.4.2 Pigmentacja skory

Kolor skéry to kolejny niepodwazalny, niemodyfikowalny czynnik ryzyka, wplywajacy na
zwigkszone prawdopodobienstwo rozwoju czerniaka skory. Klasyfikacja fototypow skory
zaproponowana przez Thomasa B. Fitzpatricka zostala pozytywnie zweryfikowana i uznana
przez dermatologdw w ciggu ostatnich czterech dekad jako miara wrazliwosci na $wiatto
stoneczne 1 zwigzane z nig ryzyko rozwoju nowotworow skory. Fototyp skory wedlug
Fitzpatricka jest odwrotnie proporcjonalny z ryzykiem wystagpienia nowotworu skory. Jasny
fenotyp skory, okreslony jako typ I lub II wg skali Fitzpatricka (rasa biata, wlosy rude albo
blond, zielona lub niebieska pigmentacja teczéwki, wysoka sktonno$¢ do oparzen stonecznych)

charakteryzuje si¢ najwigksza predyspozycja do rozwoju czerniaka (26,33).

1.4.3 Znamiona melanocytowe

Obecno$¢ znamion na skorze jest niewatpliwie silnie zwigzana z czerniakiem zto§liwym.
Znamiona melanocytowe to rodzaj tagodnej proliferacji melanocytow, ktéore moga by¢
wrodzone lub nabyte. Catkowita liczba znamion jest dodatnio skorelowana z ryzykiem
czerniaka i rozni si¢ w zalezno$ci od liczby, wielkosci i rodzaju znamion (34). Duza liczba
znamion, duze znamiona (>6 mm), znamiona wrodzone lub o $rednicy wiekszej niz 20 mm, a
takze zespot znamion dysplastycznych (wystgpowanie minimum 50 znamion o $rednicy
powyzej 2 mm) wigza si¢ ze zwigkszonym ryzykiem rozwoju czerniaka (3). W dotychczas
przeprowadzonych badaniach wykazano, ze okoto 25% przypadkoéw czerniaka wystepuje w
pofaczeniu z istniejacym wczesniej tagodnym znamieniem, natomiast od 29%-49%
przypadkéw czerniaka rozwija si¢ na podlozu wczes$niej istniejagcego znamienia
dysplastycznego (34). Znamiona zwykle ulegaja inwolucji po czwartej dekadzie zycia w
populacjach rasy kaukaskiej i sg rzadkie u osob starszych. Ten proces jest prawdopodobnie

czg¢$ciowo uwarunkowany genetycznie. Tempo, w jakim znamiona zanikajg wraz z wiekiem,
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jest bardzo zréznicowane, a niektdrzy pacjenci nadal maja duza liczbe znamion w pdZznym
$rednim wieku. Osoby, ktore utrzymuja wysoka liczbg znamion po 50. roku zycia, sg bardziej
narazone na czerniaka, poniewaz ich zmiany nie starzeja si¢. Sugeruje to, ze opdznione
starzenie si¢ w uktadzie melanocytowym moze by¢ dobrym predyktorem ryzyka czerniaka. W
melanocytach istotne jest starzenie si¢ komorek sterowane przez geny onkogenne (BRAF i

RAS) oraz supresorowe nowotworu (p16, pl4arf, p53, PTEN, Rb) (35).

1.4.4 Immunosupresja

Ponadto nalezy podkresli¢, ze pacjenci z obnizong odpornoscig sg znacznie bardziej narazeni
na rozwdj nowotworéw niz osoby z prawidlowa odpowiedzia immunologiczng. W
konsekwencji czerniak i inne nowotwory skory wystepuja czesciej w populacji z obnizong
odpornos$cia, a niedobor odpornosci jest uznawany za istotny czynnik ryzyka powstawania
nowotworow. W biologii czerniaka skoéry supresja typowej odpowiedzi immunologicznej ma
kluczowe znaczenie dla proliferacji czerniaka ztosliwego, co nieuchronnie prowadzi do

onkogenezy w obrgbie melanocytu (36).

1.4.5 Wywiad rodzinny

Definicja dodatniego wywiadu rodzinnego moze rézni¢ si¢ w zaleznosci od dostepnych badan,
jednak zazwyczaj jest on definiowany jako wystgpowanie czerniaka u dwoch lub wiecej
krewnych pierwszego stopnia. Chociaz wickszo$¢ zmian genetycznych zwigzanych z
rozwojem czerniaka ma charakter somatyczny, obecno$¢ dziedziczonych genow ryzyka
czerniaka jest waznym czynnikiem zwigkszajacym czg¢sto$¢ wystegpowania tego nowotworu
skory. Obecnie uwaza si¢, ze dodatni wywiad rodzinny odpowiedzialny jest za dwukrotne
zwigkszenie ryzyka wystapienia czerniaka zto§liwego, a ryzyko to znaczaco wzrasta, gdy u
krewnych tych rozpoznano wigcej niz jeden przypadek czerniaka. Nalezy pamigtac, ze czerniak
nie jest choroba dziedziczng, dziedziczona jest natomiast predyspozycja do zachorowania,
ktora moze by¢ zwigzana z utrwalonymi zmianami w genomie. Okoto 5-10% przypadkéw
czerniaka wystepuje u pacjentdw z rodzinng historig czerniaka (9). U pacjentow z genetyczng

predyspozycja zwykle wystepuje on w mtodszym wieku (<40 lat), zazwyczaj u jednego
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pacjenta rozpoznaje si¢ mnogie przypadki czerniaka, najcze$ciej powstaje na podiozu
istniejagcego znamienia dysplastycznego oraz cechuje si¢ on lepszym rokowaniem (37).
Pacjenci z podejrzeniem wystgpowania mutacji predysponujacych do wystapienia czerniaka
powinni by¢ kierowani do poradni genetycznych oraz objeci czgstsza kontrolg
dermatoskopow3, a u cztonkoéw ich rodziny powinny zosta¢ wykonane odpowiednie badania
genetyczne celem zmniejszenia zachorowalnosci i1 $miertelno$ci. Podatno$¢ rodzinna wynika
najczesciej z mutacji w jednym ze znanych gendéw predysponujacych do czerniaka o wysokiej
penetracji: CDKN2A, CDK4, BAPI, POT1, ACD, TERF2IP i TERT (9). W zespotach
spowodowanych mutacjami tych gendw czerniak jest najczgsciej spotykanym nowotworem.
Inne schorzenia dziedziczne s3 zwigzane ze zwigkszonym ryzykiem rozwoju czerniaka, ale nie
jest on w nich najczestszym nowotworem. Wigzg si¢ m.in. z mutacjami genow takich jak PTEN,
TP 53, RB1 i s3 one odpowiednio powigzane z zespotem Cowdena, zespotem rakowym Li-
Fraumeni, czy siatkowczakiem rodzinnym. Najwyzsze, nawet 1000-krotne w stosunku do
populacji ogdlnej ryzyko wystepuje u pacjentéw z xeroderma pigmentosum, rzadka dermatoza
dziedziczong autosomalnie recesywnie. W tym przypadku dochodzi do czgstego i tatwego
uszkodzenia genomu melanocytow spowodowanego genetycznym defektem zdolnosci do

naprawy uszkodzen DNA wywotanych przez promieniowanie UV (38).

1.5 Czerniak — klasyfikacja.

Wyrdznia si¢ nastepujace typy histomorfologiczne czerniaka:

1. Czerniak szerzacy si¢ powierzchownie (SSM, ang. superficial spreading melanoma) jest
najczestszym podtypem histologicznym, stanowi okoto 70% wszystkich czerniakéw (39).
Charakteryzuje si¢ poczatkowo wzrostem radialnym (poziomym), a nast¢gpnie wertykalnym
(pionowym). Ponad 60% powierzchownie szerzacych si¢ czerniakow jest diagnozowanych
jako cienkie, guzy o grubos$ci <1 mm (40). Okoto dwie trzecie wszystkich czerniakéw powstaje
de novo, chociaz powierzchownie szerzacy si¢ czerniak jest podtypem, ktory
najprawdopodobniej jest zwigzany z wczesniej istniejacym znamieniem. Czerniak szerzacy si¢
powierzchownie moze wystapi¢ w dowolnej lokalizacji, ale najcz¢éciej ma sktonno$¢ do

wystepowania u m¢zczyzn na plecach, a konczynach dolnych u kobiet.
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2. Czerniak guzkowy jest drugim najczgstszym podtypem, stanowigcym 15-30 % wszystkich
czerniakdw (39). Charakteryzuje si¢ szybkim wzrostem oraz brakiem fazy wzrostu radialnego.
Jest on najgorzej rokujacym podtypem czerniaka. Podczas gdy wigkszo$¢ powierzchownie
szerzacych sie czerniakoéw i1 czerniakow wywodzacych si¢ z plamy soczewicowatej rozpoznaje
si¢ przy grubos$ci mniejszej niz 1 mm, wigkszo$¢ czerniakéw guzkowych w momencie
rozpoznania ma grubo$¢ wieksza niz 2 mm. Podobnie ponad 50% czerniakow o grubosci

powyzej 2 mm to podtyp guzkowy (41).

3. Czerniak wywodzacy si¢ z plamy soczewicowatej, zwany tez czerniakiem lentiginalnym
(LMM, ang. lentigo malignant melanoma) charakteryzuje si¢ powolnym wzrostem,
poczatkowo o typie radialnym. Zlokalizowany jest najczesciej na obszarach skory przewlekle
eksponowanej na stonce, typowo w obrgbie glowy 1 szyi u 0s6b starszych. Stanowi od 10-15%

wszystkich czerniakow (39).

4. Czerniak akralny stanowi mniej niz 5% wszystkich czerniakow (39). Jest to najczgstszy typ
czerniaka w$rod osob o ciemnej karnacji (60-72% u Afroamerykandéw i 29-46% u Azjatdéw), u
ktérych wystgpuje mniejsze ryzyko wystapienia innych podtypow czerniaka zwigzanych z
ekspozycja na stonce. Czerniaki akralne powstaja najczgsciej na powierzchni dloniowej rak,
podeszwowej stop, a takze podpaznokciowo (pod ptytka paznokcia). Czerniak
podpaznokciowy wywodzi si¢ z macierzy paznokcia i zwykle ma postaé podiuznego,
brazowego lub czarnego pasma na paznokciu dtoni lub stopy. Czerniak podpaznokciowy moze
wystepowacé w postaci masy pod ptytka paznokciowa (z pigmentacjg lub bez) z owrzodzeniem
1 destrukcja ptytki paznokciowej. Moze réwniez nasladowac stany takie jak grzybica paznokci

czy zanokcica, co prowadzi do opdznienia rozpoznania (42).

Do innych rzadszych podtypoéw czerniaka zaliczamy rdwniez czerniaka bezbarwnikowego oraz

desmoplastycznego.

1.6 Czerniak — czynniki rokownicze w ocenie histopatologicznej

Podstawg rozpoznania czerniaka jest badanie mikroskopowe zmiany barwnikowej wycigtej
chirurgicznie (biopsja wycinajaca). Biopsja wycinajaca to jedyna metoda zapewniajaca
prawidlowe rozpoznanie czerniaka ztosliwego. Ocena histopatologiczna wycigtego czerniaka

powinna zawiera¢ nastepujace czynniki rokownicze:
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e grubo$¢ nacieku w milimetrach (skala grubos$ci nacieku wedtug Breslow),

e obecnosci lub braku owrzodzenia na powierzchni zmiany,

e liczbe figur podziatu (indeks mitotyczny — liczba komorek w trakcie podziatu na 1 mm?)
e obecno$¢ ognisk mikrosatelitarnych

Inne czynniki prognostyczne ktdre powinny by¢ zamieszczone w raporcie histopatologicznym
to: podtyp czerniaka, szeroko$¢ marginesu wyciecia (obwodowego oraz wglab), obecnos¢
inwazji nowotworowej naczyn i pni nerwowych, stopien zaawansowania pT, obecno$¢
nasilenia nacieku zmiany przez komoérki uktadu odpornos$ciowego oraz stopien zajgcia warstw

skory (wg skali Clarka) (3).

1.7 Czerniak — uwarunkowania genetyczne

Pojecie ryzyka zachorowania na czerniaka jest dynamiczne i wieloaspektowe ze wzgledu na
zrdznicowang etiologi¢ i1 niejednorodny charakter choroby. Na predyspozycje do czerniaka
wplywaja genetyczne, fenotypowe oraz srodowiskowe czynniki ryzyka. Wiekszo$¢ zmian
lezacych u podstaw genetycznych tej choroby wystepuja jako losowo nabyte mutacje w
melanocytach, a nagromadzenie zmian genomowych przyczynia si¢ do rozwoju, progresji i
ewolucji czerniaka. Najprosciej mutacj¢ mozemy zdefiniowa¢ jako zmiang w obrgbie genu,
ktorej skutkiem jest powstanie nieprawidlowego biatka. Mutacje mozna podzieli¢ na
somatyczne i dziedziczne (germinalne). Mutacje somatyczne wystepuja w czesci komorek
ciala, zostaly nabyte w ciggu zycia, zwykle nie stwierdza si¢ tych mutacji w komodrkach
rozrodczych organizmu. Natomiast mutacje germinalne sg obecne we wszystkich komoérkach
ciatla, w tym w komorkach rozrodczych, i sa one przekazywane z pokolenia na pokolenie
najczesciej w sposob autosomalny dominujacy, co oznacza, ze jedna kopia zmienionego genu
w kazdej komorce wystarcza do zwigkszenia ryzyka rozwoju czerniaka (3).

Wigkszo$¢ przypadkow czerniaka ma charakter sporadyczny, a obecno$¢ mutacji germinalnych
jest waznym elementem podatno$ci na czerniaka (9). Geny predysponujace do czerniaka
mozemy podzieli¢ na te o niskiej, $redniej 1 wysokiej penetracji. Penetracja wigze si¢ z
prawdopodobienstwem rozwoju choroby u nosiciela mutacji w czasie i odzwierciedla ogdlny
udziat polimorfizmu okreslonego genu lub mutacji w ryzyku wystapienia czerniaka (43).

Chociaz zadna pojedyncza dotychczas ze znanych mutacji w linii zarodkowej nie gwarantuje
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rozwoju czerniaka, glownym wplywem genéw predysponujacych jest zwigkszenie
wyj$ciowego ryzyka czerniaka. W przypadku os6b o umiarkowanej do wysokiej podatnosci
genetycznej, prawdopodobne jest, ze przed osiggnieciem poziomu krytycznego dla onkogenezy
potrzeba mniej mutacji somatycznych. Ponadto geny zwigkszajace ryzyka czerniaka moga
wchodzi¢ w bezposrednig interakcj¢ z innymi genami lub $rodowiskowymi czynnikami ryzyka,
aby aktywowac szlaki rozwoju czerniaka.

Pomimo kilku znanych gen6w o wysokiej penetracji, wiele przypadkow czerniaka rodzinnego
nie jest wyjasnionych molekularnie, a genetyczna podstawa podatnosci pozostaje
niewyjasniona dla duzego odsetka rodzin. Sugeruje to prawdopodobnie poligenowy
mechanizm dziedziczenia, a takze mozliwo$¢ rzadkich mutacji w innych genach o wysokiej
penetracji, ktore nie zostaly jeszcze odkryte. Geny zwigkszajace ryzyko wystgpowania
czerniaka rodzinnego, moga mie¢ réwniez znaczenie dla innych nowotwordéw, jak np.

nowotworu trzustki zwigzanego z mutacja CDKN2A (44).

1.7.1 Geny o wysokiej penetracji

CDKN24

Mutacja inhibitora kinazy zaleznej od cyklin 2A (CDKN2A) to najczgstsza mutacja
wystepujaca w postaci rodzinnej czerniaka. Mutacja germinalna CDKN2A zwigksza ryzyko
wystapienia czerniaka az 65-krotnie (45). CDKN2A jest genem supresorowym kodujacym dwa
transkrypty, p16 1 p14ARF, ktore reguluja dwa krytyczne szlaki cyklu komoérkowego. pl16
hamuje CDK4, a zatem fosforylacj¢ RB. pl4ARF hamuje HDM2, a tym samym ubikwitynacj¢
p53. Oprocz mutacji germinalnych, CDKN2A moze rowniez wystepowaé jako mutacja
somatyczna spotykana w sporadycznej postaci czerniaka (46). W rodzinach z obecng mutacja
genu CDKN2A czesto wystepuja osoby z licznymi (>50) atypowymi znamionami
melanocytowymi. Pacjenci ze znamionami zlokalizowanymi na posladkach lub grzbietowych
powierzchniach stop posiadaja najwigksze ryzyko nosicielstwa tej mutacji (44). Znamiona u
tych pacjentow czgsto sa zrdéznicowane morfologicznie, od tagodnych do posiadajacych
atypowe cechy w dermatoskopii, a histologicznie wykazujacych cechy znamion

dysplastycznych (47). U nosicieli mutacji CDKN2A czerniak wystepuje okolo 15 lat wczesniej
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niz w populacji ogolnej, z mediang wieku zachorowania okoto 33-45 lat w poréwnaniu z 53-61
lat w populacji og6lnej (44). Co wigcej, w poréwnaniu z populacja ogdlng u nosicieli mutacji
CDKN2A diagnozuje si¢ czerniaki o nizszym stopniu zaawansowania co moze byc¢
spowodowane wzmozonym nadzorem onkologicznym nad tymi pacjentami, a najczg¢stszym
diagnozowanym typem histopatologicznym jest czerniak szerzacy si¢ powierzchownie.
Podobnie jak w postaci sporadycznej czerniaka, w czerniakach zwigzanych z germinalng
mutacjag CDKN2A réwniez wystepuja mutacje somatyczne BRAF i NRAS, jednakze mutacje
BRAF obserwuje si¢ rzadziej, a mutacje NRAS stosunkowo czgsciej.

Nalezy nadmienié, ze oprocz czerniaka skory, nosiciele mutacji CDKN2A moga by¢ bardziej
narazeni na rozwdj nowotworow trzustki, nowotworow gornego odcinka przewodu
pokarmowego, oraz uktadu oddechowego, szczegdlnie u palaczy, co moze oznaczaé ze

CDKN2A podwyzsza wrazliwos$¢ na karcynogeny zawarte w tytoniu (9).

CDK 4

Gen kinazy cyklinozaleznej 4 (CDK4) zlokalizowany jest na chromosomie 12q14, a onkogenne
skutki jego mutacji wynikaja gtéwnie z kontroli cyklu komoérkowego w fazie G1. CDK4 jest
onkogenem, ktoéry po zmutowaniu hamuje wigzanie pl6, prowadzac do fosforylacji RB i1
pobudzenia cyklu komoérkowego (48). Mutacje germinalne CDK4 sa rzadkie, w literaturze
opisano jej wystepowanie w mniej niz 20 rodzinach (49). Podobnie do mutacji CDKN2A,
mutacje CDK4 predysponuja do wczesnego wystapienia licznych pierwotnych czerniakow i
zwigkszonej liczby atypowych znamion. Najczestszym podtypem histologicznym czerniaka
zwigzanym z mutacjag CDK 4 jest czerniak szerzacy si¢ powierzchownie, zlokalizowany w
obrebie konczyn dolnych, a mediana wieku pacjentow w momencie rozpoznania to 39 lat.
Oproécz czerniakdéw, nosiciele mutacji CDK4 mogg by¢ bardziej narazeni na rozwdj mig¢dzy
innymi nieczerniakowych rakow skory, a takze nowotwordw piersi, trzustki, jajnika, szyjki

macicy i zoladka (48).
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BAPI

Biatko 1 zwigzane z BRCA1 (ang. BRCA1l Associated Protein 1 = BAP1) jest enzymem
deubikwitynujacym, ktory u ludzi jest kodowany przez gen supresorowy BAP1 zlokalizowany
na 3p21 (50). Bierze ono udzial w modulacji chromatyny, regulacji transkrypcji, naprawie
uszkodzen DNA 1 kontrolowaniu aktywnosci genow. Chociaz doktadny mechanizm jest
niejasny, biatko BAP1 dziata jako supresor nowotworu. Bialka supresorowe guza pomagaja
zapobiega¢ zbyt szybkiemu lub niekontrolowanemu wzrostowi i1 podzialowi komorek.
Zmniejszenie lub utrata funkcji BAP1 spowodowana mutacja prawdopodobnie zapobiega
usuwaniu czasteczek ubikwityny z niektorych biatek. Zmieniona aktywno$¢ biatek prawidtowo
regulowanych przez deubikwitynacje BAP1 moze sprzyja¢ proliferacji lub przezyciu komorek,
powodujac powstawanie nowotworu (51). U nosicieli mutacji germinalnej BAPI utrata
heterozygotyczno$ci poprzez wystapienie drugiej, niedziedzicznej (somatycznej) mutacji w
prawidtowej kopii genu w komoérkach prowadzi do utraty funkcji biatka BAP1 w komoérkach
nowotworowych i rozwoju nowotwordw. Mutacje germinalne u nosicieli BAP1 predysponuja
do wystgpienia zespotu predyspozycji do nowotworéw zwigzany z BAPI1. Najczesciej
wystepujace w tym zespole typy nowotwordw to czerniak btony naczyniowej oka wystepujacy
nawet u 29% pacjentow, miedzybtoniak ztosliwy (22%), rak nerkowokomorkowy (9%), rak
ptuc, jajnika, trzustki, piersi i oponiak, przy czym wiek ich wystgpienia jest zroznicowany.
Najczestsze skorne manifestacje zespotu obejmuja czerniaka ztosliwego (18%), raka
podstawnokomoérkowego 1 tagodne melanocytowe atypowe $rodskorne guzy z mutacjag BAPI
(ang. melanocytic BAP1-mutated atypical intradermal tumors, MBAIT), ktore przyjmuja
posta¢ mnogich grudek w kolorze skory lub o barwie czerwonawo-brazowej, kopulastego
ksztattu lub uszyputowanych, dobrze ograniczonych zmian o $redniej wielkosci 5 mm. Zmiany
te rowniez okreslane jako BINs (BAPI-inactivated nevi) sg obecne u ponad 90 % nosicieli
mutacji i rozwijaja si¢ we wczesnym okresie zycia (mediana 31 lat, zakres 10-56 lat), a ich

liczba wzrasta wraz z wiekiem (52).

TERT

Rola telomerow jest silnie zwigzana z nowotworzeniem. Mutacje germinalne i somatyczne

TERT (ang. telomerase reverse transcriptase), czyli genu odwrotnej transkryptazy telomerazy
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sa powszechne w nowotworach, w tym czerniaku. Somatyczne mutacje promotora TERT sa
jednymi z najwcze$niejszych mutacji zaraz po mutacjach BRAF i NRAS i znajduja si¢ w 30%
do 70% sporadycznych czerniakow, zwtaszcza guzkowych lub szerzacych si¢ powierzchownie
(53). Gen TERT dostarcza instrukcji tworzenia enzymu zwanego telomeraza. Telomeraza
utrzymuje struktury zwane telomerami, ktore sktadaja si¢ z powtarzajacych si¢ segmentéw
DNA znajdujacych si¢ na koncach chromosoméw. Telomery chronig chromosomy przed
nieprawidlowym sklejaniem si¢ lub rozpadem (degradacja). W wigkszo$ci komorek telomery
staja si¢ coraz krotsze w miarg podzialu komoérki. Po okreslonej liczbie podzialéw komorki
telomery stajg si¢ tak krotkie, ze powoduja, ze komorka przestaje si¢ dzieli¢ lub ulega
apoptozie. Telomeraza przeciwdziala skracaniu telomeréw poprzez dodawanie matych,
powtarzajacych si¢ odcinkow DNA na koficach chromosomow za kazdym razem, gdy komorka
si¢ dzieli. W wigkszosci typow komorek telomeraza jest niewykrywalna lub aktywna na bardzo
niskim poziomie. W komorkach szybko dzielacych sig, takich jak komoérki wyscietajace ptuca
1 przewdd pokarmowy, komorki szpiku kostnego czy komorkach rozwijajacego si¢ ptodu jej
aktywno$¢ jest bardzo wysoka umozliwiajac tym komoérkom wielokrotne dzielenie si¢ bez
uszkodzenia lub apoptozy. Niefizjologicznie telomeraza jest rowniez bardzo aktywna w
wiekszosci komorek nowotworowych, ktére rosng i dzielg si¢ bez kontroli.

Mutacje germinalne promotora TERT sg rzadkie, ale predysponuja do wczesnego wystapienia
czerniaka i innych typow nowotworéw. W dotychczas opisanych pracach czerniak zwigzany z
ta mutacja germinalng charakteryzuje si¢ wczesnym wiekiem w momencie rozpoznania
(Srednia wieku 34; 18-46) oraz agresywnym przebiegiem klinicznym (wigkszo$¢ pacjentéw
zmarto w ciagu 3 lat od rozpoznania). Mutacje somatyczne TERT rowniez zwigzane sg ze ztymi
czynnikami prognostycznymi, w tym zwiekszong gruboscia guza, owrzodzeniem, wysokim
indeksem mitotycznym, obecnoscig przerzutow do weztdéw chltonnych oraz czgsto
wspotwystepuja z mutacjami BRAF i CDKN2A (54,55).

Ponadto mutacje w genie TERT sa zwigzane ze zwigkszonym ryzykiem innych nowotwordow,
takich jak ostrej biataczki szpikowej, nowotworu sutka, raka drog zoétciowych, a takze innych
chordéb jak idiopatycznym zwloknieniem pluc czy izolowana niedokrwisto$cig aplastyczng

(56).
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POT 1

Gen POT1 (ang. Protection of telomeres 1) koduje biatko nalezace do kompleksu biatek
shelterin, czyli ztozonej wielobiatkowej struktury zwigzanej z telomerami. Biatka te rozpoznaja
konce chromosomdw i zwigzane z nimi sekwencje telomerowe. Bialka shelterin chronig przed
niepozagdanymi aktywno$ciami szlakow naprawczych, a swoja obecno$cig zapewniajg
stabilno$¢ genomu, poprzez regulacje dlugosci telomeréw oraz ochrone przed ich
uszkodzeniem. Mutacja POT1 jest zwigzana ze zwigkszonym ryzykiem wyst¢powania
czerniaka zlosliwego skory, szczegdlnie z jego histologicznym podtypem czerniakiem
szerzacym si¢ powierzchownie. Z mutacja POT1 zwigzane s3 rOwniez inne nowotwory takie
jak glejak zlosliwy, przewlekla biataczka limfocytowa, nowotwor jelita grubego, piersi i pluc

(57).

TERF2IP/ACD

ACD (ang. Adrenocortical dysplasia homolog) oraz TERF21P (ang. Telomeric repeat binding
factor 2, interacting protein) to dwa niedawno zidentyfikowane geny, ktorych mutacja zwigksza
ryzyko wystepowania czerniaka. Geny te kodujg biatka, ktore podobnie jak biatko POT1 naleza
do kompleksu biatek ochronnych shelterin. Osoby z mutacja genéw ACD oraz TERF21P maja
zwigkszone ryzyko wystepowania mnogich czerniakéw, rozpoznawanych w mlodym wieku.
Najczestszymi typami histologicznymi sg czerniaki szerzace si¢ powierzchownie oraz czerniaki
wywodzace si¢ z plamy soczewicowatej. Ponadto mutacje w genach ACD oraz TERF21P sa
zwigzane ze zwigkszonym ryzykiem innych nowotworoéw, jak nowotworem piersi, jajnika,
szyjki macicy, macicy, tarczycy, okreznicy, ptuc, nerek, drog moczowych, prostaty i przetyku,

a takze chtoniakow 1 biataczek (58).

27



1.7.2 Geny o posredniej penetracji

MITF

Gen MITF (ang. Melanocyte inducing transcription factor) odpowiada za wytwarzanie biatka
zwanego czynnikiem transkrypcyjnym indukujagcym melanocyty. Czynnik transkrypcyjny
indukujacy melanocyty pomaga kontrolowa¢ rozw6j i funkcje melanocytow. W tych
komorkach bialtko to kontroluje produkcj¢ melaniny, ktora wptywa na kolor wlosdéw, oczu i
skory. Wykazano, ze wariant germinalny MITF p.E318K predysponuje do wystepowania
czerniaka 1 raka nerkowokomorkowego (59). Wariant ten wystgpuje u okoto 1% o0s6b
pochodzenia europejskiego i jest zwigzany z 3 do 5 razy wigkszym ryzykiem zachorowania na
czerniaka. U nosicieli MITF, u ktérych w wywiadzie osobistym lub rodzinnym wystepuje
réwniez rak trzustki lub raka nerkowokomorkowy, ryzyko zachorowania na czerniaka jest
odpowiednio 31-krotnie lub 8-krotnie wigksze (60).

Jako czg$¢ rodziny genéw Myc, MITF koduje czynnik transkrypcyjny specyficzny dla linii
melanocytow, ktory reguluje rdéznicowanie, proliferacje 1 przezycie melanocytow. MITF
p.E318K jest wariantem przejmowania funkcji, ktory powoduje uposledzong sumoilacje biatka,
a co za tym idzie nieprawidlowa regulacje dalszych szlakéw docelowych (59).

Co ciekawe, warianty MITF s3 zwigzane z ciemniejszymi wlosami, jasng skorg i innym niz
niebieski kolorem oczu. Wykazano, ze sa one rowniez zwigzane ze zwigkszong liczbg znamion,
znamionami atypowymi i czerniakami bezbarwnikowymi, a histopatologicznie z czerniakiem
guzkowym oraz wyzszym stopniem zaawansowania ocenianego za pomocg skali Breslow.
Wigkszo$¢ mutacji MITF ma charakter somatyczny, co oznacza, Ze pojawiaja si¢ w ciggu zycia
danej osoby 1 sa obecne tylko w komorkach, z ktérych powstaje czerniak. Podobnie jak w
przypadku mutacji germinalnych, mutacje somatyczne genu MITF wiaza si¢ z jego bardziej

agresywng postacig i gorszym rokowaniem (60,61).
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MCIR

Gen MCI1R zwany receptorem dla melanokortyny 1 (ang. melanocortin-receptor 1)

reguluje pigmentacje wloséw, oczu oraz skory. Receptor znajduje si¢ na powierzchni
melanocytow, ktdre wytwarzaja pigment zwany melaning. Po aktywacji przez promieniowanie
ultrafioletowe (UV), receptor wigze hormon stymulujacy melanocyty, co powoduje
zwigkszenie poziomu melaniny w melanocytach i stymulacj¢ mechanizméw naprawczych
DNA (62).

Melanocyty tworza dwie formy melaniny: eumelaning i feomelaning. Wzgledne ilosci tych
dwoch pigmentdw definiujg kolor wloséw 1 skory osoby. Osoby, ktére produkuja gléwnie
eumelaning, maja zwykle bragzowe lub czarne wlosy i ciemniejszg skore, ktora tatwo si¢ opala.
Eumelanina chroni rowniez skore przed uszkodzeniami powodowanymi przez promieniowanie
ultrafioletowe (UV). Osoby, ktore produkujg gtéwnie feomelanine, maja rude lub blond wtosy,
piegi i jasng skore, ktora slabo si¢ opala. Poniewaz feomelanina nie chroni skory przed
promieniowaniem UV, osoby z wigksza iloscig feomelaniny majg zwickszone ryzyko
uszkodzenia skory spowodowanego ekspozycja na stonce.

MCIR kontroluje, jaki rodzaj melaniny jest wytwarzany przez melanocyty. Kiedy receptor jest
aktywowany, wywoluje szereg reakcji chemicznych wewnatrz melanocytow, ktore stymuluja
te komorki do wytwarzania eumelaniny. Je$li receptor nie jest aktywowany lub jest
zablokowany, melanocyty wytwarzaja feomelaning zamiast eumelaniny. Polimorfizmy genu
MCIR sg zatem zwigzane z roznicami w kolorze skory i wlosow. Pewne polimorfizmy genu
MCIR zwigkszaja ryzyko rozwoju czerniaka. Warianty te najczg¢sciej zmniejszaja zdolno$¢
receptora melanokortyny 1 do stymulowania produkcji eumelaniny w melanocytach, co
skutkuje jasng karnacja. Eumelanina chroni skore przed szkodliwym dzialaniem
promieniowania UV, zatem mniejsza ilo$¢ tego pigmentu sprawia, ze skora jest bardziej
podatna na uszkodzenia spowodowane ekspozycja na stonce. Uszkodzenie skory spowodowane
promieniowaniem UV jest gtownym czynnikiem ryzyka rozwoju czerniaka. Badania sugeruja,
ze inne zmiany w genie MC1R mogg rowniez zwigkszaé ryzyko rozwoju czerniaka przy braku
uszkodzen skory zwigzanych z promieniowaniem UV. W takich przypadkach czerniaki moga
wystapi¢ u 0sob o ciemnej lub jasnej karnacji. Nowotwory te sa czg¢sto zwigzane z mutacjami
w dodatkowych genach zwigzanych z ryzykiem czerniaka, takich jak BRAF i CDKN2A. Wciaz
trwaja badania nad wyjasnieniem zlozonego zwigzku migdzy odmianami MCIR, innymi

czynnikami genetycznymi i Srodowiskowymi oraz ryzykiem czerniaka (62—64).
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Przeprowadzone niedawno badanie wykazato, ze 66% kohorty pacjentdw z czerniakiem byto
nosicielami wariantéw MCI1R, a 28% czerniakow mozna przypisa¢ genowi MCI1R. Ponadto
wykazano, ze osoby z dwoma wariantami MC1R maja wyzsze ryzyko czerniaka w poréwnaniu
z osobami z pojedynczymi wariantami. W przypadku wariantow MC1R mozna spodziewac si¢
1,5 do 4-krotnego wzrostu ryzyka czerniaka oraz 3- do 4-krotnego ryzyka wystepowania
czerniakdéw o wysokim stopniu zaawansowania. W badaniu z udziatem 2160 pacjentdw nie
wykryto znaczacych powigzah migdzy wariantami MCI1R a zmiennymi histopatologicznymi,
w tym gruboscig guza w skali Breslowa oraz Clarka, indeksem mitotycznym, owrzodzeniem,
pionowg faza wzrostu, regresja, limfocytami naciekajacymi nowotwor lub elastoza stoneczna.
Wykazano natomiast zwigzek pomig¢dzy wystgpowaniem wigcej niz jednego wariantu
wysokiego ryzyka MCIR, a predyspozycja do wystgpowania czerniaka zlokalizowanego na

ramionach (65).

1.8 Czerniak — aspekty epigenetyczne

Oprécz kilku dobrze udokumentowanych mutacji gendéw, ktdre powigzano z rozwojem
czerniaka, w ostatnim czasie duza wage przywiazuje si¢ do udzialu mechanizméw
epigenetycznych. Zmiany epigenetyczne reguluja ekspresje genow bez wplywu na sekwencje
nukleotydéw w DNA. Ekspresja ta moze by¢ modyfikowana przez czynniki zewngtrzne i
podlega¢ dziedziczeniu. Wzajemne oddziatywanie pomi¢dzy mechanizmami epigenetycznymi
wplywa na regulacje procesow transkrypcyjnych i/lub translacyjnych. Ta regulacja ekspres;ji
genow moze odbywac si¢ poprzez nieprawidtowa metylacje DNA w cytozynie (5SmC), 5-
hydroksymetylocytozyne (5hmC), modyfikacje histonéw, ekspresje ncRNA, przebudowe
chromatyny i pozycjonowanie nukleosomow (66,67). Sposrdd nich nieprawidlowa metylacja
DNA i modyfikacje histonéw zostaty najintensywniej zbadane (68). Charakterystyka zmian
epigenetycznych, ktore inicjuja i promuja rozwdj czerniaka u ludzi, moze zidentyfikowac
biomarkery, ktore mozna wykorzysta¢ do zapobiegania, wczesnego wykrywania, leczenia i

monitorowania postepu tego nowotworu.
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1.8.1 Metylacja DNA

Metylacja to proces w ktorym metylotransferaza DNA dodaje grupg metylowa przy uzyciu S-
adenozylometioniny jako donora metylu. Grupy metylowe sa dodawane do piagtego atomu
wegla wystepujacego w dinukleotydach CpG, co prowadzi do powstania 5-metylocytozyny
(5mc). Nastepnie nastepuje rekrutacja kilku biatek, mianowicie metylowanych biatek
wigzacych DNA (MBD), ktore tworza kompleks z deacetylazami histonowymi i czynnikami
przebudowy chromatyny, co skutkuje supresyjnym statusem chromatyny. Metylacje CpG
mozna odwroci¢, a gtdéwng role w demetylacji DNA odgrywaja biatka TET (ten-eleven
translocation) nalezace do rodziny dioksygenaz. Enzymy te nie s3 w stanie usunaé grupy
metylowej z reszty cytozyny, ale zamiast tego hydroksyluja grupe metylowa, tworzac 5-
hydrometylocytozyng (5hmC). Zmodyfikowane cytozyny sa nastepnie usuwane przez
demetylujace enzymy zaangazowane w napraw¢ DNA (66). Poziom metylacji mozna okresla¢
na poziomie globalnym (tj. analizowa¢ catkowita zawarto§¢ 5-metylocytozyny) w komoérkach
obwodowych krwi jak i nowotworowych, a takze dla konkretnych genow (woéwczas oznacza
si¢ poziom 5-metylocytozyny zlokalizowanej w specyficznym genie badZ promotorze) w
komoérkach nowotworowych.

Dzigki rozwojowi badan w zakresie biologii molekularnej stwierdzono, ze zmiany we wzorze
metylacji s3 podtozem do rozwoju wielu chordb, w tym nowotworow. Komoérki nowotworowe
charakteryzuja si¢ zazwyczaj globalng hipometylacja DNA badZ hipo/hipermetylacja wysp
CpG (66). Globalna hipometylacja nie jest zalezna od lokalnych zmian w metylacji DNA
zlokalizowanych w regionach regulatorowych genow. Uwaza si¢, ze odpowiedni stopien
metylacji DNA jest odpowiedzialny za integralno$§¢ genomu, a globalna hipometylacja moze
prowadzi¢ do zmniejszenia stabilno$ci i aberracji chromosomow.

Dinukleotydy CpG sa rozmieszczone w ludzkim genomie w precyzyjny sposob. Zlokalizowane
$3 one zazwyczaj powyzej promotora genu, w pierwszym eksonie, gdzie epigenetycznie
reguluja ekspresje gendw, w ktorych sie znajduja. W warunkach prawidtowych wyspy CpG sa
hipometylowane lub niemetylowane. Hiper- i hipometylacja w zaleznosci od miejsca w
genomie w ktérym zachodzg moga skutkowac nieprawidlowa ekspresja gendw zwigzanych z
nowotworami. W komorkach nowotworowych dochodzi zazwyczaj do hipermetylacji genow
supresorowych nowotworu, gdzie po rekrutacji bialek przebudowujacych chromatyng
hamowany jest proces transkrypcji. Hipermetylacja prowadzi do utraty kontroli nad cyklem
komoérkowym, przyczyniajac si¢ tym samym do rozwoju nowotworu, poprzez pobudzenie

proliferacji komérek. Natomiast hipometylacja CpG moze prowadzi¢ do demetylacji regionow
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promotorowych protoonkogenéw prowadzacej do ich nadmiernej ekspresji i w efekcie
skutkujacej zwiekszong proliferacjg komorek (69).

Czynniki $srodowiskowe, jak styl zycia czy dieta wptywaja na metylacje DNA, prowadzac do
globalnej hipometylacji DNA, zmiany ekspresji genéw badZ genetycznej niestabilnosci.
Natomiast analiza stopnia metylacji poszczegdlnych wysp CpG w komoérkach nowotworowych
moze prowadzi¢ do okreslenia wzoré6w metylacji wybranych chorob, a takze stanowié
potencjalne biomarkery dla nowotwordw.

Wysoki poziom 5ShmC zidentyfikowano jako charakterystyczna cechg¢ epigenetyczng dla
melanocytdw i znamion, podczas gdy jego poziom zmniejsza si¢ w czerniaku. Obserwacja ta
zasugerowala, ze poziom 5hmC w czerniaku moze by¢ wykorzystywany jako marker
diagnostyczny lub prognostyczny u pacjentéw. Natomiast regulacja w dot enzymédw z rodziny
TET, z najbardziej dramatycznym spadkiem TET2, zostata wykryta w czerniaku w poréwnaniu
ze znamionami (70,71).

Dotychczas zidentyfikowano duza grup¢ hipermetylowanych genéw zwigzanych z rozwojem
czerniaka, do ktoérej nalezg m.in.: PTEN, BRIMS1, FERMT3 (KIND3), AKAP12 (SSeCKYS),
CDKN2A, APAF-1, MTAP, MEN1, WFDCI, RASSF1A, RASSF§, RASSF6, SOCS1, MITF,
TSPY, CYBA, MTA2, MX1, RPL37A, HSPB1, SYK, CDH13, CDH1, TRIM16, RUNX3,
APC, MAPK13, RAR, AGTR1, SERPINBS, TCF21, SPINT2 (72).

Natomiast do grupy hipometylowanych genéw wystepujacych w czerniaku naleza: CD2,
CARDI15, COL19A1, DDX26B, EMR3, EVI2A, GAGE 1-6, GPR89A, HLA-DP1, IFNG, IL2,
ITK, KLK10, LAT, LARP7, MPO, MAGE-A1/A2/A4/A6, NY-ESO-1, NIPBL, p15, PRAME,
PSCA, PTHLH, PTHR1, POLA1, SSX1-5, TNFSF8, TAF1 (73).

1.8.2 Modyfikacja histonéw

Histon jest bialkiem rdzeniowym, ktore odgrywa kluczowa rol¢ w organizacji DNA w
nukleosomach. Nukleosomy sg podstawowa jednostka strukturalng struktury chromatyny w
komorkarkach eukariotycznych. Modyfikacje epigenetyczne histonéw sa zlozone i moga
obejmowac acetylacje, metylacje (jedno-, dwu- lub troj- czasteczkowa), fosforylacje,
ubikwitynacje lub koniugacje¢ z czasteczkami SUMO (small ubiquitin-likemodifier), tzw.
sumoilacj¢. Polegaja one na przylaczaniu do czasteczek histonéw odpowiednio grup:

acetylowych, metylowych, fosforanowych, ubikwityny lub biatka SUMO (67). Najbardziej
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poznanymi modyfikacjami histonow sa acetylacja i1 deacetylacja, ktore sa inicjowane
odpowiednio przez bialka acetylotransferazy histonowej i deacetylazy histonowe;.
Acetylotransferaza histonowa dodaje grupg¢ acetylowa, ktora neutralizuje dodatnio natadowany
histon, co prowadzi do rozluznienia $cistego wigzania miedzy DNA (natadowany ujemnie) a
histonem. To dzialanie zmienia zamknigta heterochromatyne w otwartg euchromatyne,
umozliwiajac dostep do czynnikow transkrypcyjnych, a tym samym transkrypcje gendw.
Deacetylaza histonowa wykonuje odwrotne dziatanie, przeksztatcajac otwarta chromatyng w
zamknigta, zapobiegajac ekspresji odpowiedniego genu. Jesli te dziatania maja miejsce w
regionie promotorowym gendéw zwigzanych z nowotworem, aktywnos$¢ deacetylazy histonowej
moze powodowaé rozwdj raka. Metylacja histonow odgrywa réwniez kluczowa rolg w
przebudowie chromatyny, a tym samym w regulacji ekspresji gendw (66). Modyfikacje biatek
histonowych sg bardziej ztozonym mechanizmem, niz metylacja DNA. Wiaza si¢ one z wigksza
liczba mozliwych modyfikacji potranslacyjnych histonéw, ktore zaleza nie tylko od rodzaju
modyfikacji, ale takze od miejsca wystapienia takiej modyfikacji na biatku histonowym oraz
przytaczaniu réznej liczby i roznych dodatkowych czasteczek lub grup funkcyjnych. Daje to
ogromng liczbe mozliwych ,.kombinacji” wptywajacych na struktur¢ chromatyny i ekspresje
genow, co wywotuje roznorodne skutki, a potencjat i wazno$¢ tego zjawiska odzwierciedla,
stosowane coraz czesciej pojecie kodu histonowego (histonecode) i sprzegania histonow
(histone cross-talk) (74). Uwaza si¢, ze nieprawidtowa acetylacja histonow, w szczegdlnosci
hipoacetylacja, wplywa na rozwoj czerniaka poprzez zaktocenie tych samych szlakow, na ktore
wplywaja mutacje 1 hipermetylacja wysp CpG. W czerniaku profile ekspresji genéw ujawnity
utrate ekspresji gendw supresorowych guza poprzez odwracalng deacetylacje reszt lizyny w
lokalnych histonach przez deacetylazy histonowe (HDAC). CDKNIA jest jednym z takich
genoOw supresorowych czerniaka i1 ekspresja jego produktu, p2lcipl, byla podwyzszona po
zahamowaniu deacetylazy histonowej. Wskazuje to, ze hipoacetylacja histondw prowadzi do
utraty mechanizméw supresorowych guza w czerniaku i pobudzenie proliferacji komorek
nowotworowych. Hipoacetylacja histonow zostala rowniez powigzana z regulacja w dot
niektorych biatek proapoptotycznych, takich jak Bim, Bax i Bak. Niedawne badania wykazaty,
ze fosfatydyloinozytolu-4,5-bifosforan 5-fosfataza A (PIB5SPA) odgrywa role¢ w supresji
nowotworu 1 jest czesto zmniejszony w czerniaku. Jego nadekspresja blokuje sygnalizacje¢
PI3K/Akt, hamuje proliferacj¢ i zmniejsza przezywalno$¢ komorek czerniaka in vitro.
Obnizenie poziomu PIB5PA, stwierdzone w cze$ci czerniakéw, bylo spowodowane
hipoacetylacja histonow, w ktorej posrednicza deacetylazy histondw poprzez wigzanie z

czynnikiem transkrypcyjnym Spl na promotorze genu PIB5SPA (75,76). Ponadto metylacja
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histonéw rowniez odgrywa role w rozwoju i progresji czerniaka. Regulacja w gor¢ Ezh2, ktéra
przytacza potrdjne grupy metylowe do K27 w H3, prowadzi do regulacji w dot ekspresji
p21Cipl w ludzkim czerniaku. Tymczasem enzymy demetylujace, takie jak demetylaza H3K4
JARID1B, H3K4, H3K9, H3K27 réwniez biorg udziat w rozwoju czerniaka (77,78). Ponadto
wykazano, ze metylotransferaza histonowa SETDB1 (SET Domain, Bifurcated 1) jest
podwyzszona w czerniaku 1 przyspiesza rozwdj tego nowotworu skory powigzanego z mutacja
BRAFV600E. SETDBI katalizuje trimetylacje histonu H3K9 i w ten sposob promuje represj¢
docelowych genow. W przeciwienstwie do BRAFV600E, ktory jest obecny zar6wno w
czerniaku, jak 1 w tagodnych znamionach, biatko SETDBI jest podwyzszone w czerniaku, ale

nie w tagodnych znamionach lub prawidtowych melanocytach (79).

1.9 Wiek chronologiczny vs biologiczny

Wiek chronologiczny stanowi jedynie przyblizong miar¢ proceséw starzenia si¢ organizmu i w
zwigzku z tym niezbedne jest zidentyfikowanie wiarygodnych biomarkeréw, na podstawie
ktérych bedziemy w stanie okresli¢ rdznice w tempie starzenia si¢ 0osob jak i prawidtowo oceni¢
ryzyko wystapienia choréb zwigzanych z wiekiem. Chociaz wiek chronologiczny jest
prawdopodobnie najsilniejszym czynnikiem ryzyka zgondéw i chordéb zwigzanych ze starzeniem
si¢, wazne jest, aby odrézni¢ czas chronologiczny od starzenia biologicznego.

Osoby o tym samym wieku chronologicznym moga bowiem wykazywaé rdzng podatnos¢ na
zwigzane z wiekiem choroby i1 §mier¢, mogg tez charakteryzowac si¢ réznym tempem zmian w
cechach progresywnych wygladu, ktére jak wskazuja badania odzwierciedlajg roznice w
lezacym u ich podstaw biologicznym procesie starzenia si¢ (5,80,81). Biomarkery starzenia
moga mie¢ kluczowe znaczenie, umozliwiajac oceng interwencji majacych na celu promocj¢
zdrowszego starzenia si¢ poprzez zapewnienie mierzalnych rezultatow, ktore, w
przeciwienstwie do przypadkow $mierci i / lub choroby, nie wymagaja wyjatkowo dtugiej
obserwacji. Poprzez dokladne okreslenie wieku biologicznego vs wieku chronologicznego (i
ocen¢ tzw. tempa starzenia si¢ organizmu) mozna przewidzie¢ dlugos¢ zycia i zapobiec
chorobom wieku starczego.

Idealny kalkulator wieku biologicznego jest uwazany za uzyteczny biomarker, jesli koreluje z

wiekiem chronologicznym, ale, co wazne, réwniez z dodatkowymi informacjami na temat
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indywidualnego ryzyka chordb zwigzanych z wiekiem. Ponadto, wazne jest aby biomarkery
starzenia mogty by¢ oznaczane bez potrzeby przeprowadzania inwazyjnych procedur pobrania
materialu, na podstawie ktorego biomarker starzenia bgdzie analizowany. W ciagu ostatnich
kilkudziesigciu lat zaproponowano wiele cech fizjologicznych, funkcjonalnych, komérkowych
1 molekularnych jako predyktorow wieku biologicznego, ale niewiele z nich okazato si¢
precyzyjnych. W ostatnim czasie zidentyfikowano wiele obiecujacych biomarkeréw wieku
biologicznego, w tym estymatory wieku biologicznego oparte na metylacji DNA, dlugosci
telomerow, transkryptomice, proteomice, metabolomice i ztozonych panelach biomarkerow
(82). Sposrdd nich w wielu badaniach wykazano, Ze predyktory wieku oparte na metylacji DNA
(DNAm) w zakresie okreslonych loci, zwane zegarami epigenetycznymi najlepiej sprawdzaja
si¢ jako kalkulatory wieku biologicznego (5,81). Wraz ze starzeniem si¢ 0sob, wzorce DNAmM
przechodza charakterystyczne zmiany zwigzane z wiekiem, wtornie do skutkow wywolanych
przez styl zycia i czynniki $rodowiskowe. Do najbardziej znanych oraz doktadnych
ogolnodostepnych zegarow epigenetycznych nalezag m.in. Horvath’s clock, Hannum’s clock,
DNAm PhenoAge, Skin & Blood clock i DNAm GrimAge (5,81,83-85). Nalezy przy tym
zauwazy¢, ze powigzane z wiekiem markery metylacyjne DNA dzielg si¢ na markery
korelujace silniej z wiekiem chronologicznym i1 markery opisujace precyzyjniej wiek
biologiczny. W zwigzku z tym poszczegdlne kalkulatory i markery w nich zawarte moga r6zni¢
si¢ w ocenie wieku biologicznego. Na przyktad markery zawarte w zegarze Horvatha sa mniej
podatne na wpltyw czynnikéw S$rodowiskowych 1 w zwigzku z tym lepiej opisuja wiek
chronologiczny (5). Natomiast wykazano, ze kalkulatory Hannum, PhenoAge i GrimAge
dobrze opisuja wiek biologiczny os6b, a wyznaczone tempo starzenia si¢ skorelowane jest z
dlugos$cig zycia oraz podatnoscia na choroby (83). Na podstawie wyznaczonych warto$ci wieku
epigenetycznego mozna takze obliczy¢ wspotczynnik tempa starzenia si¢ (EAA score, ang.
epigenetic age acceleration), ktory jest roznicg pomiedzy wiekiem chronologicznym, a wiekiem
biologicznym.

Metylacja jest modyfikacja DNA, ktéra ulega zmianom w trakcie catego zycia. Juz na
wczesnych etapach rozwoju embrionalnego wzor metylacji podlega silnym zmianom,
natomiast wraz z wiekem obserwuje si¢ spadek metylacji w skali catego genomu. Z drugiej
strony w starzejacych si¢ komoérkach obserwuje si¢ takze stopniowa utratg ekspresji niektorych
genow w wyniku hipo badz hipermetylacji wysp CpG. Do tych gendéw nalezg miedzy innymi
te, ktore koduja biatka blokujace namnazanie komorek, biatka p53 blokujace wzrost
nowotworow, czynniki transkrypcyjne zwigzane z mitochondriami, dysmutazy ponadtlenkowe

oraz lipooksygenazy. Szacuje si¢, ze zmiany metylacji DNA zwigzane ze starzeniem si¢
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organizmu sg w ok. 40% dziedziczne, a wigc tempo starzenia w znacznym stopniu podlega
regulacji genetycznej. Zwigzek pomigdzy wiekiem chronologicznym, wynikajacym z daty
urodzenia, a wiekiem biologicznym, wyznaczonym na podstawie metylacji DNA, jest istotny
pod wzgledem medycznym. Dzigki okresleniu, a takze monitorowaniu wieku biologicznego
czlowieka mozna przewidywac¢ dtugos¢ zycia lub takze zidentyfikowac przyspieszone starzenie
(ang. age acceleration). Zjawisko takie powigzano np. z wczesniejszym wystgpieniem
menopauzy (86). W ostatnich latach coraz wigcej uwagi przywiazuje sie¢ do wptywu czynnikow
srodowiskowych na metylacj¢ DNA. Oczywistym jest fakt, ze srodowisko zewngtrzne, styl
zycia, rodzaj diety, uprawianie sportu ma duzy wplyw na zdrowie czlowieka. Czynniki
srodowiskowe powigzane sg z metylacja DNA, a tym samym z wiekiem biologicznym (87). W
literaturze istnieja doniesienia naukowe, traktujace o réznych czynnikach zewnetrznych
mogacych niefizjologicznie przys$piesza¢ wiek biologiczny, jak np. palenie papierosow,
spozywanie alkoholu, nieprawidtowa dieta, promieniowanie UV (6,7,86,87). Badajac wiek
biologiczny, w kontekscie czynnikow S$rodowiskowych, mozliwe jest badanie przyczyny
starzenia, ale takze zwigzku z wystgpieniem réznego rodzaju chorob. Identyfikacja czynnikow
wywolujacych zmiany w metylacji oraz mozliwo$¢ badania zmian we wzorze metylacji moze
pozwoli¢ na opracowanie narz¢dzi stluzacych do wczesnej diagnostyki oraz pehiejszego
zrozumienia mechanizméw niektérych chorob. Badania naukowe dowodzg o istotnym zwigzku
mi¢dzy zmianami w metylacji DNA, a wystgpowaniem roéznego rodzaju schorzen.
Prawdopodobnie zmiana wzoru metylacji, wywolana czynnikiem zewngtrznym, moze
przyczyniac¢ si¢ do wystapienia chordb, takich jak np. choroby wiencowej serca czy nowotworu
ztosliwego sutka (6,7).

Zapadalno$¢ na nowotwory, jest bezposrednio zwigzana z wiekiem, a zaawansowany wiek
metrykalny jest jednym z najistotniejszych czynnikow ryzyka zachorowania na nowotwory, w
tym czerniaka zlosliwego skory (2). Ostatnie badania nad réznymi typami nowotworow
wskazuja na znaczenie epigenetycznego starzenia si¢ w procesie onkogenezy i1 jego
potencjalnego wykorzystania do przewidywania ryzyka zachorowania na nowotwory (7).
Powszechnie wiadomo, ze zmiany statusu metylacji dinukleotydéw CpG w calym genomie,
dobrze zbadanej cechy epigenetycznej genomu ludzkiego, zachodza podczas procesu
onkogenezy. Proces epigenetycznego starzenia ma szczegdlne znaczenie dla zrozumienia
procesu nowotworzenia w $wietle wielu badan nad nieprawidlowymi zmianami metylacji
DNA. Niedawno badania epigenetyczne catego genomu ujawnily szczegdlne cechy
epigenomiczne wspdlne dla starzenia si¢ i procesu onkogenezy (81,88). W literaturze brakuje

natomiast podobnych badan przeprowadzonych u pacjentdw z czerniakiem ztosliwym skory.
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Koncepcja, iz zalezna od wieku metylacja DNA moze indukowa¢ proces onkogenezy w
prawidlowych komorkach jest poparta obserwacjami zachodzacych zmian zwigzanych z
dryfem epigenetycznym w tkankach takich jak okreznica, blona §luzowa policzkow palaczy
czy skora (89-91). Ponadto Klutstein i inni (2017) wykazali, ze specyficzne dla tkanki ryzyko
nowotworu jest silnie skorelowane ze stopniem nieprawidlowej, zaleznej od wieku metylacji
(92). Obserwacje te sugeruja, ze epigenetyczne starzenie si¢ moze predysponowaé do
przeksztalcenia si¢ prawidlowych komoérek w komoérki rakowe.

Ostatnie badania wykazaly przy$pieszenie epigenetycznego tempa starzenia wykrytego w
probkach krwi pobranych od pacjentow, u ktérych rozwingt si¢ nowotwodr, w poréwnaniu z
pacjentami bez rozpoznanego nowotworu. Warto zauwazy¢, ze zaobserwowane przyspieszone
tempo starzenia w probkach krwi tych pacjentéw prawdopodobnie odzwierciedla takze
ogoblnoustrojowy, a nie tylko miejscowy, wptyw zmian metylacji DNA na predyspozycje do

wystapienia nowotworu (93,94).

1.10 Polimorfizm pojedynczego nukleotydu (SNP, ang. single nucleotide polymorphism)

Polimorfizm pojedynczego nukleotydu (SNP, ang. single nucleotide polymorphism) to
najczesciej wystepujaca zmienno$¢ sekwencji DNA. Polega na zastgpieniu pojedynczego
nukleotydu w sekwencji innym nukleotydem. SNP moze pozostawia¢ cichg modyfikacja (tzw.
zmiana synonimiczna) lub nie$¢ ze sobg zmian¢ sensu kodonu (tzw. zmiana niesynonimiczna).
Warianty danej sekwencji (nazywane allelami) r6znig si¢ miedzy osobnikami populacji.
Zmiany w sekwencji ludzkiego DNA moga wywolywaé¢ choroby, wigza¢ si¢ z okre§lonym
fenotypem, zmienia¢ odpowiedZ organizmu na pewne patogeny, substancje chemiczne, leki itp.
Najwicksze znaczenie maja badania pordéwnawcze sekwencji DNA 0s6b chorujacych na dane
schorzenie i bez tej choroby pozwalajace na identyfikacj¢ markeréw genetycznych. Prawidtowe
badanie asocjacyjne catego genomu (GWAS, ang. Genome-wide association study) jest
badaniem epidemiologicznym, prowadzonym na tysigcach osob. Badanie to polega na
utworzeniu dwoch grup: jednej - badanej, wyodrgbnionej pod katem zadanej cechy oraz drugiej
- kontrolnej. Dzigki temu mozliwe jest uzyskanie informacji na temat czgstosci wystegpowania
polimorfizmu w poszczegdlnych grupach.

Przeprowadzone dotychczas analizy GWAS ujawnily liczne polimorfizmy okreslajace
zwigkszong podatno$¢ zachorowania na rézne schorzenia, w tym czerniaka ztosliwego. Do

dotychczas odkrytych polimorfizméw pojedynczego nukleotydu zwigkszajacych ryzyko
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wystapienia czerniaka zlosliwego nalezg te zlokalizowane w obrgbie m.in. nastgpujacych
genow: PARP1, CYPIBI, TERT, CDKALI, POTI1, TP53, MITF, AGR3TYR, CDKI10,
MYH7B, SLC45A2, MTAP, CASP8, AGR3, CDKN2A, TMEM38B, OBFCI1, CCNDI, TYR,
ATM, OCA2, MCIR, ASIP, MX2, MAFF (95) .
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2. Cele badania

Celami niniejszej pracy doktorskiej w badanej grupie pacjentéw byto:

1.

Ocena wptywu czynnikéw srodowiskowych na rozwdj czerniaka ztosliwego.

Porownanie tempa starzenia si¢ skory mierzonego obiektywnymi parametrami
klinicznymi pacjentdw z rozpoznanym czerniakiem zlo$liwym w poréwnaniu do grupy
kontrolnej sktadajacej sie z 0s6b zdrowych, dobranych do grupy badawczej pod

wzgledem pfci 1 wieku.

Scharakteryzowanie epigenetycznego wieku biologicznego za pomocg rdéznych
zegardw biologicznych oraz okreslenie wspolczynnika tempa starzenia si¢ pacjentow z
rozpoznanym czerniakiem zto§liwym w poréwnaniu do grupy kontrolnej sktadajacej si¢

z 0s6b zdrowych, dobranych do grupy badawczej pod wzgledem plci 1 wieku.

Okreslenie czy starzenie si¢ skory koreluje z wiekiem epigenetycznym.

Okres$lenie czy czerniak zto§liwy skory, a takze czynniki $rodowiskowe (na ktore
pacjenci z czerniakiem zlos$liwym byli i sg eksponowani) sg skorelowane z wiekiem

epigenetycznym.

Ocena korelacji migdzy danymi metylacyjnymi i czynnikami $rodowiskowymi a

wystapieniem czerniaka zto§liwego skory u pacjentow.

Analiza ogoélnogenomowych danych SNP pacjentdéw z rozpoznanym czerniakiem
zto§liwym w porownaniu do grupy kontrolnej sktadajacej si¢ z osob zdrowych,
dobranych do grupy badawczej pod wzgledem pici i wieku celem identyfikacji nowych,
dotychczas nieznanych wariantow SNP zwigkszajacych genetyczng podatno$¢ na

zachorowanie na czerniaka ztosliwego.

Ocena predyspozycji genetycznych badanej populacji polskich pacjentow z

rozpoznanym czerniakiem zto§liwym skéry do rozwoju czerniaka poprzez
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zweryfikowanie wystgpowania SNP w zakresie wszystkich znanych wariantéw,

zasocjowanych wczesniej z czerniakiem w populacji europejskie;.
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3. Opis materialu badawczego i metodyki

Badanie zostalo przeprowadzone w grupie 202 pacjentéw (grupa badawcza — 101 os6b, grupa

kontrolna — 101 0s6b). Czas od rozpoczgcia do zakonczenia badania wynosit 2 lata.

3.1 Grupa badawcza — charakterystyka

Do grupy badawczej zostali wiaczeni kolejno zglaszajacy si¢ do Poradni Dermatologicznej
Oddzialu Klinicznego Dermatologii Szpitala Uniwersyteckiego w Krakowie pacjenci
(mezczyzni oraz kobiety w wieku >18 r.2.) z nowo lub w przeszto$ci rozpoznanym czerniakiem

zto§liwym skory.

Kryteria wylaczenia: cigzkie choroby przewlekle m.in. toczen rumieniowaty uktadowy,
twardzina uktadowa, zaostrzenie niewydolno$ci serca, zaawansowana niewydolnos$¢ nerek,
czynna lub obecna w przeszto$ci choroba nowotworowa inna niz czerniak zlodliwy,

naduzywanie lekéw lub alkoholu.

3.2. Grupa kontrolna — charakterystyka

Grupa kontrolna zostata dobrana do grupy badawczej stosownie pod wzgledem wieku oraz pici.

Kryteria wylaczenia: cigzkie choroby przewlekle m.in. toczen rumieniowaty uktadowy,
twardzina uktadowa, zaostrzenie niewydolno$ci serca, zaawansowana niewydolno$¢ nerek,
czynna lub obecna w przesztosci choroba nowotworowa, naduzywanie lekow lub alkoholu,

dodatni wywiad rodzinny w kierunku czerniaka zlosliwego.

Potencjalni uczestnicy badania uzyskali szczegétowa informacje o planach badawczych,

réwniez w formie wydruku oraz zostali poproszeni o podpisanie formularza zgody uczestnika
badania, formularza zgody na przetwarzanie danych osobowych oraz formularza zgody na
wykonanie badan genetycznych. Pacjenci zostali poinformowani, ze udzial w badaniu jest

catkowicie dobrowolny, a uczestnik moze wycofac¢ si¢ z udzialu w tym badaniu w dowolnym

41



momencie, bez podania przyczyn. Badanie zostalo przeprowadzone zgodnie z zasada jak
najmniejszej ingerencji w zycie prywatne badanych osob oraz wylacznie po wyrazeniu
$wiadomej, pisemnej zgody na udziat w badaniu zgodnie z zasadami Kodeksu Etyki

Lekarskie;j.

3.3. Schemat przebiegu badania w czasie

1. Ankietowanie wszystkich uczestnikow badania za pomoca obszernego kwestionariusza
wywiadu. Kwestionariusz sktadat si¢ z 5 czgsci, ktore uwzglednialy szczegdtowe
informacje dotyczace odpowiednio:

a) danych demograficznych (m.in. wieku, pochodzenia biogeograficznego, statusu
socjoekonomicznego)

b) pracy zawodowej oraz stylu zycia (m.in. trybu pracy, szkodliwych warunkéw w
miejscu pracy, diety, stosowania uzywek, aktywnos$ci fizycznej, ekspozycji na
promieniowanie UV, obecnosci chordb przewlektych, stosowanych lekéw)

c) szczegdtowych pytan odnosnie aktywnosci fizycznej, do ktorej zostal
wykorzystany Miedzynarodowy Kwestionariusz Aktywnosci Fizycznej IPAQ

d) cech progresywnych wygladu oraz cech biometrycznych

2. U os6b nalezacych do grupy badawczej (z rozpoznanym czerniakiem ztosliwym skory)
ponadto zebrano informacje dotyczace typu histomorfologicznego rozpoznanego
czerniaka, jego stopnia zaawansowania (tj. grubosci nacieku wg skali Breslow oraz
Clark, aktywno$ci mitotycznej, obecnosci owrzodzenia, obecno$ci przerzutéw do
weztéw chlonnych badZz do narzadow wewnetrznych), wieku pacjenta w momencie

diagnozy oraz lokalizacji czerniaka.

Kazdej ankiecie zostal nadany unikatowy numer, ktory po oznaczeniu probek stanowit ich

jedyny identyfikator.

3. U wszystkich uczestnikéw badania zostaty ocenione progresywne cechy wygladu (w
tym starzenie si¢ skory wg skali Glogau, stopien siwienia, kolor skéry wg skali
Fitzpatricka). Zebrano dokumentacje fotograficzng 2D (za pomocg aparatu

fotograficznego), a takze wykonano skan 3D twarzy (przy uzyciu profesjonalnego
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4.

6.

a)

b)

skanera 3 D (VECTRA H1). Nalezy podkresli¢, ze u wszystkich uczestnikow cechy
progresywne wygladu zostaty okreslone w czasie rzeczywistym (w trakcie rekrutacji
do badania) oraz nastgpnie sprawdzone pod katem prawidlowosci danych

retrospektywnie na podstawie zebranej dokumentacji fotograficzne;.

Nastgpnie od wszystkich uczestnikow zostala pobrana krew zylna (5 ml) oraz
dwukrotnie wykonano wymaz ze $luzowek policzka (tj. lewego oraz prawego
policzka). Pobieranie probek krwi oraz wymazdéw zostato przeprowadzone zgodnie ze
wszystkimi zasadami etyki lekarskiej. Probki krwi oraz wymazy do badan pobierane
byly przez uprawnione pielegniarki zatrudnione w Klinice Dermatologii Szpitala
Uniwersyteckiego w Krakowie. Pobrane probki byty przechowywane (w temperaturze
-20 stopni Celsjusza) w Katedrze i Klinice Dermatologii U] CM do czasu ich
przekazania do Matopolskiego Centrum Biotechnologii UJ, gdzie zostaly poddane

analizom epigenetycznym, genetycznym oraz statystycznym.

. Po zebraniu calosci grupy badawczej oraz kontrolnej dokonano oceny kompletnos$ci

wszystkich probek (tj. obecnosci materialu biologicznego - krwi i $liny, kompletnosci
danych kwestionariuszowych, cech antropometrycznych, danych dotyczacych
charakterystyki rozpoznanego czerniaka ws$réd pacjentow z grupy badawczej,

dokumentacji fenotypow twarzy, tj. obrazéw 2D i 3 D twarzy)

Nastepnie przeprowadzono ogoélnogenomowa analize metylacji DNA dla probek
pobranych od wszystkich uczestnikéw badania z zastosowaniem technologii
mikromacierzy Illuminy (Infinium® Global Screening Array i Infinium®

MethylationEPIC 850K, Illumina).

Dane dotyczace metylacji uzyskane od wszystkich uczestnikéw badania zostaty
wstepnie przetworzone przy uzyciu standardowego przeplywu pracy analizy
bioinformatycznej 1 nastgpnie zostaly przeprowadzone rdzne obliczenia oparte na

metylacji DNA (szczegodty zostaly opisane w kolejnym rodziale).

Na podstawie zebranych szczegdtowych danych kwestionariuszowych w  grupie
badawczej zostala przeprowadzona analiza korelacji pomigdzy czynnikami

srodowiskowymi, danymi metylacyjnymi a wystgpieniem czerniaka ztosliwego skory.
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7.

b)

Kolejno przeprowadzono ogoélnogenomowa analiz¢ zmienno$ci SNP dla probek
pobranych od wszystkich uczestnikéw badania z zastosowaniem technologii
mikromacierzy Illuminy (Infinium® Global Screening Array i Infinium®

MethylationEPIC 850K, Illumina)

Na podstawie ogolnogenomowych danych SNP zostata przeprowadzona identyfikacja
nowych, dotychczas nieznanych wariantéw SNP zwigkszajacych podatno$¢ na
zachorowanie na czerniaka ztosliwego.

Na podstawie ogoélnogenomowych danych SNP zostala przeprowadzona ocena
predyspozycji genetycznych pacjentéw z grupy badawczej do rozwoju czerniaka.
Nastgpito to poprzez zweryfikowanie wystepowania polimorfizméw pojedynczego
nukleotydu w zakresie wszystkich znanych wariantéw, zasocjowanych wczesniej z

czerniakiem.

Finalnie zostala przeprowadzona analiza statystyczna wszystkich zgromadzonych
danych 1 interpretacja uzyskanych wynikéw. Zmienne jako$ciowe zostaty wyrazone
jako liczebno$ci i odpowiadajace im wartosci procentowe. Zmienne iloSciowe
wyrazono jako mediany, kwartyle oraz $rednie i odchylenia standardowe. W przypadku
braku rozktadu normalnego zmiennych ilosciowych w obu grupach do poréwnania
zmiennych pomig¢dzy grupami uzyto testu Manna Whitneya, natomiast gdy zmienne
ilosciowe byly zgodne z rozkladem normalnym, wéwczas $rednie byly porownywane
za pomocg testu T. Jednorodno$¢ wariancji oceniono za pomoca testu Levene'a jako
statystycznego warunku wstepnego dla testu t. Do pordéwnania zmiennych
jakosciowych pomiedzy grupami zostal zastosowany test Chi 2. Natomiast do
sprawdzenia korelacji pomigdzy dwoma zmiennymi ilo§ciowymi wykorzystano test
korelacji Spearmana. Biorgc pod uwage analize danych kwestionariuszowych warto$¢
p<0,05 uznano jako istotnie statystycznie, natomiast w analizie danych genetycznych i
epigenetycznych prog istotnosci wynosit odpowiednio p<5*10-® (analiza GWAS) oraz
p<9*10® (analiza EWAS). Obliczenia zostaly wykonane za pomocg programu

STATISTICA, wersja 12 (StatSoft, Poland) oraz za pomocg programu SPSS.
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3.4 Szczegoty dotyczace metodologii analizy genetycznej oraz epigenetyczne;.

3.4.1 Analiza asocjacyjna catego genomu.

Analizg asocjacji w skali calego genomu (ang. genome-wide association study; GWAS)
przeprowadzono na 101 przypadkach ze zdiagnozowanym czerniakiem i 101 dobranych piciag
1 wiekiem probkach kontrolnych z populacji polskiej. Dane wielkoskalowe typu SNP zostaty
zgromadzone z zastosowaniem technologii mikromacierzy typu Infinium Global Screening
Array-24 Kit, a wygenerowane dane zostaly poddane analizie jako$ciowej i filtrowaniu ze
wzgledu na kryteria m.in. czgstosci rzadszego allelu (MAF>0.05) i zgodno$ci z prawem
Hardy’ego-Weinberga (P> 1x10°). Braki danych zostaly uzupelione metods imputacji
Beagle 5.2 (96,97). Ostateczna liczba 477 828 polimorfizméw SNP zostala poddana analizie
asocjacyjnej z zastosowaniem oprogramowania PLINK (v 1.9) i $rodowiska R (4.2.1).

Manhattan Plot zostat utworzony za pomoca oprogramowania Haploview.

3.4.2 Analiza danych metylacyjnych, wieku epigenetycznego oraz parametrow EAA

Dane metylacyjne dla grupy badawczej i kontrolnej uzyskano przy zastosowaniu technologii
mikromacierzy i zestawu Infinium MethylationEPIC (macierz Infinium, manifest MethylEPIC
vl B5). Poczatkowa liczba sond CpG wynosita 865 918. Surowe dane zostaty poddane analizie
jako$ciowej z zastosowaniem programow minfi, limma i RnBeads zaimplementowanych w
srodowisku R (98). Wstepna analiz¢ jako$ci przeprowadzono na plikach idat z zastosowaniem
oprogramowania GenomeStudio (Methylation Module v1.8). Obejmowata ona analize¢ pakietu
sond wewngtrznych odpowiadajagcych m.in. kontroli konwersji wodorosiarczynem sodu,
kontroli specyficznosci i wydajnosci hybrydyzacji. Nastepnie zastosowano filtrowanie danych
w R (pakiet minfi) majace na celu wykluczenie z dalszych analiz sond o bardzo niskiej jakosci
(prog 0,01), sond zlokalizowanych na chromosomach pitci, sond wykazujacych reaktywnos¢
krzyzowa i sond hybrydyzujacych do miejsc wystgpowania polimorfizmu SNP. Dokonano
korekty tla metoda Noob i normalizacje danych z zastosowaniem programu minfi. Status
metylacji dla kazdej analizowanej pozycji CpG zostal zdefiniowany jako $rednia warto$¢ B (0-
1), ktéora wyliczana jest jako proporcja sygnalu metylacji do sygnalu catkowitego.

Wygenerowane warto$ci B metylacji zostaty nastgpnie wykorzystane celem estymacji roznych
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parametrOw epigenetycznego starzenia si¢. W tym celu uzyto szereg modeli/zegarow
epigenetycznych dostgpnych w literaturze i zgromadzonych w narzedziu internetowym

https://dnamage.genetics.ucla.edu

Dane dotyczace metylacji uzyskane od wszystkich uczestnikoéw badania zostaly wstgpnie
przetworzone przy uzyciu standardowego przeplywu pracy analizy bioinformatycznej i
nastepnie zostaly przeprowadzone rdézne obliczenia oparte na metylacji DNA. Wiek
epigenetyczny uzyskano dla zegara Horvath, Skin&BloodClock, zegara Hannuma, PhenoAge,
GrimAge. Kazdy z tych zegarow przewiduje rdézne aspekty procesu starzenia, w tym
doktadniejsze oszacowanie wieku chronologicznego (zegary: Horvath, Hannum i Skin&Blood)
lub oszacowanie wieku biologicznego (PhenoAge i GrimAge). Na podstawie wyznaczonych
warto$ci wieku epigenetycznego dla kazdego zegara, obliczono epigenetyczne przyspieszenie
wieku (EAA), ktore stanowi miar¢ rdznicy migdzy wiekiem chronologicznym a wiekiem
epigenetycznym, 1 jest obliczane jako reszta modelu regresji okre$lajacego zwigzek wieku
epigenetycznego z wiekiem chronologicznym. Warto$¢ parametru EAA > 0 oznacza
przyspieszone tempo starzenia w stosunku do oczekiwanego, tj. wynikajacego z wieku
chronologicznego. Warto$¢ ujemna parametru EAA oznacza spowolnione tempo starzenia w

stosunku do oczekiwanego, tj. wynikajacego z wieku chronologicznego.

Najpierw obliczono pierwszy typ predyktorow przys$pieszenia wieku epigenetycznego tj.
opartych na zegarach lepiej szacujacych wiek chronologiczny (Horvath i Hannum). Obliczono
HorvathAccel, IEAA (ang. Intrinsic Epigenetic Age Acceleration) a takze EEAA (Extrinsic
Epigenetic Age Acceleration) (5,83). IEAA obliczany jest jako reszta modelu regres;ji
okreslajacego zwigzek wieku epigenetycznego oszacowanego za pomoca zegara Horvath z
wiekiem chronologicznym, ktory nastgpnie jest skorygowany na podstawie oszacowania liczby
poszczegolnych komorek krwi. Natomiast EEAA obliczany jest jako reszta modelu regresji
okreslajacego zwiazek wieku epigenetycznego oszacowanego za pomocg zegara Hannum z
wiekiem chronologicznym, ze skorygowaniem na podstawie faktycznej liczby poszczegdlnych
komorek ukladu odpornosciowego we krwi. IEAA jest zatem niezalezny od zwigzanych z
wiekiem zmian w sktadzie komorek krwi, ktore sa charakterystyczne dla starzenia si¢ uktadu
odpornosciowego, natomiast EEAA uwzglednia je, a zatem jest miarg starzenia si¢ uktadu
immunologicznego (99). Nastgpnie zostaly oszacowane miary przyspieszenia wieku
epigenetycznego za pomocg drugiego rodzaju kalkulatoréw, do ktérych naleza PhenoAgeAccel

1 GrimAgeAccel (81,85). W przeciwienstwie do pierwszego typu predyktorow precyzyjniej
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obliczaja one przyspieszenie wieku biologicznego stanowig zatem dobre biomarkery ryzyka

$miertelnosci 1 wskazniki dtugos$ci zycia 1 zdrowia.

Obliczono réwniez inne miary, takie jak parametr tempa starzenia si¢ PoAm (ang. Pace of
Aging Methylation), epigenetyczny wskaznik ryzyka $miertelnosci MRS Zhang, a takze
DNAmMTL (estymator dtugosci telomerdw leukocytow oparty na metylacji DNA) (100-102).

Wszystkie wygenerowane warto$ci parametru EAA dla poszczegodlnych zegarow zostaty

nastgpnie poddane asocjacji ze stanem choroby.

3.4.3 Analiza asocjacji w skali epigenomu (EWAS)

Analizg r6znicowg metylacji przeprowadzono dla grupy badawczej i kontrolnej, poprzez
okreslenie roznicy w $rednich poziomach globalnej metylacji dwdch poréwnywanych grup z

zastosowaniem pakietu limma w $rodowisku R.

3.5 Informacje dodatkowe

Niniejsza praca doktorska byta realizowana we wspolpracy z Malopolskim Centrum
Biotechnologii UJ. Badania zostaty sfinansowane w ramach projektu pt.: "Analiza epigenomu
w celach dochodzeniowo-§ledczych — zwigkszenie mozliwosci identyfikacyjnych i
wykrywczych badanh DNA" finansowanego przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju (nr
DOB-BIO10/06/01/2019). Badania uzyskaty zgode komisji bioetycznej nr 1072.6120.98.2020
z dn. 23.04.2020r.
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4. Wyniki

4.1 Dane demograficzne — charakterystyka badanej populac;ji.

Zarowno grupa badawcza jak i kontrolna sktadaty si¢ z 101 pacjentow, z czego 65 osob byty
plci zenskiej (64,4%), a 36 pici meskiej (35,6%). Srednia wieku pacjentoéw nalezacych do grupy
badawczej, tj. z rozpoznanym czerniakiem zto§liwym skoéry wynosita 56,48 +/- 14,03, mediana
59 (45-68). W chwili rekrutacji do badania najstarszy pacjent miat 83 lat, natomiast najmtodszy
32. Srednia wieku w momencie rozpoznania czerniaka niezaleznie od pici wynosita 52,29 +/-
14,57, mediana 53 (41-65), natomiast po podziale na pte¢: u kobiet 48,95 +/- 14,56, mediana
46 (39-59); au mezczyzn 58,4 +/- 12,64, mediana 61 (48-68). Sposrod naszej grupy badawczej
najwczesniej u kobiet rozpoznano czerniaka zto§liwego w wieku 16 lat, a najpoézniej w wieku
80 lat, natomiast u me¢zczyzn byto to odpowiednio 301 78 lat.

Grupa kontrolna zostata odpowiednio dobrana do grupy badawczej pod wzgledem ptci i wieku,
zatem nie wykazano istotnych réznic w medianie wieku pomiedzy grupami [59 (45-68) vs 58
(44-68); p=0,8; wykres 1], a takze w rozktadzie ptci (kobiety 64,4% vs 64,4%; me¢zczyzni
35,6% vs 35,6%; p=1).

Sposrod pacjentdow z rozpoznanym czerniakiem zto§liwym skoéry 72,28% zamieszkiwato
miasto, natomiast 27,72% pacjentdw wskazato wies jako swoje miejsce zamieszkania. Wyniki
te nie roznily si¢ istotnie w pordwnaniu do pacjentow u ktérych nie rozpoznano czerniaka
ztosliwego skory (miasto:72,28% vs 85,15%; wies: 27,72% vs 14,85%; p=0,26).

Badane grupy réznily si¢ istotnie pod wzglgdem poziomu wyksztalcenia. W przeprowadzonej
analizie odsetek osob ktore posiadaty wyksztalcenie wyzsze (licencjackie/magisterskie) byt
istotnie nizszy wsrod osob z rozpoznanym czerniakiem zto§liwym skory w poréwnaniu do oséb
zdrowych (53,47% vs 68,32%; p=0,03). Status socjoekonomiczny nie byl czynnikiem
rdéznicujagcym obie grupy. 79,21% pacjentéw z czerniakiem zlosliwym skory okreslito swoj
status jako niski i przecigtny, natomiast 20,79% jako ponadprzecietny. W grupie pacjentow bez
czerniaka bylo to odpowiednio 80,20% oraz 19,80% (p=0,86). Otrzymane wyniki zostaty

zbiorczo zaprezentowane w tabeli 1.
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Tabela 1: Wybrane dane demograficzne — poréwnanie badanych grup.

Odsetek 1 liczba pacjentow plei

zenskiej

Odsetek 1 liczba  pacjentéw | 72,28% p*=0,26
zamieszkujacych miasto N=73

Odsetek 1 liczba  pacjentéw | 53,47% 68,32% p*=0,03
posiadajacych wyzsze wyksztatlcenie | N=54 N=69

19,80%
N=20

85,15%
N=86

Odsetek 1 liczba  pacjentéw | 20,79%

posiadajacych ponadprzecigtny status | N=21

socjoekonomiczny

*test Chi2 (istotno$¢ doktadna dwustronna)
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Wykres 1 : Wykres ramka-wasy poréwnujacy wiek badanych grup.
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4.2 Styl zycia — charakterystyka badanej populacji.

Wsrod pacjentdw z rozpoznanym czerniakiem ztosliwym skory 54,46% opisato swoja
aktywno$¢ sportowg jako brak, badz raz w tygodniu, natomiast 45,54% uprawialo sport dwa
badz wigcej razy w tygodniu. Wyniki te byly zblizone w grupie kontrolnej (odpowiednio
45,54% 1 54,46%; p=0,21). W przeprowadzonym badaniu nie wykazano rowniez istotnej
réznicy miedzy odsetkiem osOb uprawiajacych jakikolwiek sport w grupie pacjentdw z
rozpoznanym czerniakiem zto§liwym skory i1 bez tego typu nowotworu (58,42% vs 68,32%;
p=0,14). Ponadto nie wykazano istotnych réznic pomi¢dzy medianami czasu spgdzonego na
siedzeniu na dobe wyrazonego w minutach pomiedzy grupami [250 (180-420) vs 240 (120-
420); p=0,12].
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W przeprowadzonej analizie nie zaobserwowano istotnej r6znicy w medianie dlugosci snu
wyrazonego w godzinach pomi¢dzy pacjentami z rozpoznanym czerniakiem zlosliwym, a
pacjentami u ktérych nie rozpoznano tego nowotworu [7 (6-8) vs 7 (6-7); p=0,87].

W badaniu nie ujawniono réznic w nawykach zywieniowych pomig¢dzy grupa badawcza a
kontrolng. Czgsto$¢ spozywania owocoOw cytrusowych, warzyw, migsa, ryb jak i picia kawy w
grupie pacjentow z rozpoznanym czerniakiem ztosliwym skoéry nie roznita si¢ istotnie od
czestosci ich spozywania w grupie osob zdrowych [owoce cytrusowe (powyzej 2xdziennie)
18,89% vs 20,00%, p=0,85; warzywa (powyzej 2xdziennie) 19,80% vs 28,71%, p=0,14; migso
(powyzej 3xtydzien) 72,28% vs 82,18%, p=0,09; ryby (powyzej 2xtydzien) 21,78% vs 13,86%,
p=0,14; kawa (powyzej 2 filizanek na dobg) 13,86% vs 22%, p=0,13]. Ponadto w badaniu nie
wykazano istotnych réznic miedzy odsetkiem osob palacych papierosy obecnie badz w
przesztosci (39,60% vs 37,62%, p=0,77) oraz czgstoscia spozywania alkoholu (czesciej niz
sporadycznie) pomigdzy grupami (23,76% vs 24,75%, p=0,87).

Natomiast wykazano istotng roéznicg¢ pomigdzy odsetkiem oséb korzystajacych z solarium
(obecnie lub w przesztosci) w grupie badawczej i kontrolnej. Odsetek 0sob ktore korzystaty z
solarium byt istotnie wyzszy w grupie pacjentdw z rozpoznanym czerniakiem ztosliwym skory,
w porownaniu do os6b zdrowych (35,64% vs 14,85%, p<0,001). Co wigcej, stwierdzono istotng
réznice pomi¢dzy odsetkiem wystapienia poparzen stonecznych pomi¢dzy grupami. Pacjenci z
czerniakiem znacznie czeg$ciej deklarowali wystapienie poparzenia stonecznego w poréwnaniu
do pacjentéw bez rozpoznanego czerniaka zto§liwego skory (64,36% vs 11,88%, p<0,001).
Badane grupy natomiast nie r6znity si¢ istotnie pomiedzy soba w odsetku narazenia na czynniki
szkodliwe w miejscu pracy, takie jak: przewlekty stres (58,42% vs 58,42%, p=1); niska
temperature (3,96% vs 2,97%, p=0,70); wysoka temperature (5,94% vs 5,94%, p=1); metale
cigzkie/zanieczyszczenie powietrza/dioksyny/dym papierosowy (5,94% vs 8,91%, p=0,42);
promieniowanie jonizujace (1,98% vs 5,94%, p=0,15); pestycydy/inne chemikalia (5,94% vs
11,88%, p=0,14) a takze czeste narazenie na promieniowanie stoneczne (4,95% vs 5,94%,
p=0,76).

Badanie nie wykazato obecno$ci istotnych réznic pomigdzy grupami w czgstosci wystgpowania
innych choréb przewlektych, jak np. choroby uktadu krazenia (39,60% vs 37,62%, p=0,77).
Natomiast wykazano, zZe pacjenci z rozpoznanym czerniakiem zto§liwym skory istotnie czgsciej
oceniali swoj stan zdrowia jako zty badz §redni w poréwnaniu z grupg kontrolng (7,92% vs 0%,
p=0,004).

Otrzymane wyniki zostaly zaprezentowane zostaty w tabeli 2.
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Tabela 2: Styl zycia — poréwnanie badanych grup.

45,54% 54,46% p*=0,21
N=46 N=55

pacjentow | 18,89%

Odsetek 1 liczba pacjentow

uprawiajacych sport >2xtygodniu

Odsetek i liczba 20,00%

N=20

spozywajacych ~ owoce  cytrusowe | N=19

>2xtygodniu

Odsetek 1 liczba pacjentow | 72,28%
spozywajacych mieso >3xtygodniu N=73

Odsetek 1 liczba pacjentéw | 13,86%

82,18%
N=83

p*=0,09

22,00%
N=22

spozywajacych kawe >2 filizanki na | N=14

dobe
23,76%
N=24
64,36% 11,88% p*<0,001
N=65 N=12

Odsetek 1 liczba pacjentow 24,75%

spozywajacych alkohol czesciej niz N=25

sporadycznie

Odsetek 1 liczba pacjentow ktorzy
przynajmniej raz w zyciu doswiadczyli

oparzenia slonecznego
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Odsetek 1 liczba pacjentow narazonych | 3,96% 2,97% p*=0,70

na niskg temperatur¢ w miejscu pracy N= N=

Odsetek 1 liczba pacjentow narazonych | 5,94% 8,91% p*=0,42
na metale cigzkie/zanieczyszczenie | N= N=
powietrza/dioksyny/dym papierosowy

W miejscu pracy

Odsetek 1 liczba pacjentdw narazonych 11,88%
na pestycydy/inne chemikalia w miejscu N=12

pracy

Odsetek i liczba pacjentow z chorobami | 39,60% 37,62% p*=0,77
krazenia N=40 N=38

Mediana czasu spgdzonego na siedzeniu | 250 (180-420) 240 (120-420) p**=0,12
wyrazony w minutach (Q1-Q4)

*test Chi2 (istotno$¢ doktadna dwustronna)

** test Manna-Whitneya
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4.3 Cechy progresywne wygladu — charakterystyka badanej populacji.

Wsrod pacjentdw z rozpoznanym czerniakiem skory najczesciej wystgpujacym typem skory
wg skali Fitzpatricka byt fototyp I (77,23 %), nastepnie fototyp III (12,87%) i fototyp 1 (9,9%).
Czgstos¢ wystepowania fototypu II oraz III nie roznita si¢ istotnie pomi¢dzy pacjentami z
rozpoznanym czerniakiem zlosliwym skory i1 u pacjentéw u ktérych nie zdiagnozowano tego
typu nowotworu [fototyp II: 77,23% vs 62,38%, p=0,067; fototyp III: 12,87% vs 10,89%,
p=0,35]. Natomiast w grupie badawczej fototyp I wystepowat istotnie czesciej niz w grupie
kontrolnej (9,90% vs 0,99%, p=0,005).

W badaniu nie wykazano istotnej roéznicy w medianie roku zycia w ktdorym pacjenci
zaobserwowali pierwsze oznaki siwienia pomigdzy grupa badawcza a kontrolng [40 (35-48) vs
40 (35-50); p=0,86]. Natomiast pacjenci z rozpoznanym czerniakiem zto§liwym skory istotnie
czesciej charakteryzowali si¢ nasilonym oraz ciezkim stopniem zaawansowania fotostarzenia
skory twarzy wg skali Glogau w poréwnaniu do 0s6b zdrowych (51,49% vs 25,74%, p<0,001).
Ponadto pacjenci z rozpoznanym czerniakiem istotnie cze$ciej charakteryzowali si¢
wystepowaniem glebokich zmarszczek na czole (59,41% vs 21,00%, p<0,001), gtebokich bruzd
nosowo-wargowych (51,49% vs 25,00%, p<0,001) oraz znacznym opadaniem powiek (74,26%
vs 25,00%, p<0,001) w porownaniu do osoéb zdrowych. Nie zaobserwowano natomiast
istotnych réznic pomigdzy grupami w odsetku wystepowania gtebokich zmarszczek nad ustami
(4,95% vs 4,00%, p=0,29) oraz gtebokich ,.kurzych tapek™ (27,72% vs 14,00%, p=0,06).

Co wigcej w przeprowadzonym badaniu zaobserwowano, ze w grupie pacjentow z czerniakiem
w porownaniu do grupy kontrolnej istotnie cz¢éciej na skorze twarzy wystepowaly liczne (>10)
plamy soczewicowate (47,5% vs 10,9 %, p<0,001) oraz teleangiektazje (88,12 % vs 39,6%,
p<0,001).

W niniejszej analizie nie wykazano istotnie statystycznej roznicy pomig¢dzy grupami w
medianie wysokos$ci ciata (167 (163-174) vs 167 (161-174); p=0,8), natomiast pacjenci z
czerniakiem charakteryzowali si¢ istotnie wyzsza mediang masy ciata (73 (66-87) vs 71 (63-

80); p=0,038) w porownaniu do pacjentow zdrowych (tabela 3).
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Tabela 3: Cechy progresywne wygladu — poréwnanie badanych grup.

9,90%
N=10

z | 12,87%
N=13

Odsetek 1 liczba pacjentéw z

fototypem I

p*=0,005

Odsetek 1 10,89%

N=11

liczba pacjentow

fototypem III

Odsetek 1 liczba  pacjentéw | 59,41% 21,00% p*<0,001
charakteryzujacych sie | N=60 N=21

wystepowaniem glebokich

zmarszczek na czole

Odsetek 1 liczba  pacjentéw | 74,26% 25,00% p*<0,001
charakteryzujacych si¢  znacznym | N=75 N=25

opadaniem powiek

Odsetek 1 liczba  pacjentéw | 27,72% 14,00% p*=0,06
charakteryzujacych sie | N=28 N=14
wystepowaniem glebokich ,kurzych
fapek”
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Odsetek 1 liczba
charakteryzujacych
wystepowaniem

teleangiektazji

pacjentow
si¢

licznych

88,12%
N=89

39,60%
N=40

p*<0,001

Mediana wysokos$ci ciala pacjentow | 167 (163-174) 167 (161-174) p**=0,80
wyrazona w cm (Q1-Q4)

*test Chi2 (istotno$¢ doktadna dwustronna)

** test Manna-Whitneya

4.4 Ogolna charakterystyka grupy badawczej uwzgledniajaca

zdiagnozowanego czerniaka zto§liwego skory.

szczegdlty dotyczace

Wsrdd pacjentdw z rozpoznanym czerniakiem ztosliwym skory u 14 pacjentoéw pierwotng

lokalizacja byta twarz (13,86%), u 6 klatka piersiowa (5,94%), u 10 brzuch (9,9%), u 32 plecy

(31,68%), u 15 konczyny gorne (14,85%), natomiast u 24 pacjentoéw pierwotng lokalizacja byty

konczyny dolne (23,76%) (wykres 2).
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Wykres 2.

koriczyny dolne
(N=24; 23,76%)

konczyny gérne
; 14,85%

mtwarz (N=14; 13,86%) m klatka piersiowa ; 5,94%) mbrzuch (N=10;9,9%)
m plecy (N=32; 31,86%) m konczyny gérne (N=15; 14,85%) i koriczyny dolne (N=24; 23,76%)
Lokalizacja zdiagnozowanych czerniakéw skoéry u pacjentdow wraz z okre§long liczba

pacjentéw (N) oraz rozkladem procentowym.

U kobiet czerniak byt najczesciej diagnozowany na konczynach dolnych (33,33%), natomiast
u m¢zezyzn na plecach (37,14%). Najczgdciej rozpoznanym podtypem histomorfologicznym
byl czerniak szerzacy si¢ powierzchownie (67 pacjentéw, 66,34%); nastepnie wywodzacy si¢
z plamy soczewicowatej (15 pacjentow, 14,85%), in situ (8 pacjentow, 7,92%), guzkowy (3
pacjentow, 2,97%) 1 akralny (2 pacjentéw, 1,98%). U 5 pacjentdw (4,95%) w badaniu
histopatologicznym nie zostat okre§lony podtyp czerniaka. U 10 pacjentéw (9,9%) byty obecne
przerzuty do weztow chlonnych, natomiast u 5 (4,95%) byly one dodatkowo obecne w
narzadach wewngtrznych. U 3 pacjentow (2,97%) wystepowat dodatni wywiad rodzinny (jako
definicj¢ dodatniego wywiadu rodzinnego przyjeto wystepowanie czerniaka u dwoch lub
wigcej krewnych pierwszego stopnia).

W przeprowadzonym badaniu nie stwierdzono istotnych réznic w medianie wieku rozpoznania
czerniaka zto§liwego skory pomiedzy pacjentami u ktorych wykryto czerniaka na twarzy i w
innej lokalizacji [63 (45-65) vs 51 (41-63); p=0,18). Nie stwierdzono réwniez istotnych réznic
w medianie wieku pomi¢dzy pacjentami u ktorych czerniaka wykryto odpowiednio na plecach,
brzuchu, klatce piersiowej, konczynach gornych, konczynach dolnych i w innej lokalizacji
[plecy: 57 (41,5-63) vs 52 (41-65), p=0,96; brzuch: 44,5 (30-78) vs 56 (41-65), p=0,4; klatka
piersiowa: 68 (41-68) vs 52 (41-64), p=0,24; konczyny gorne: 56,5 (41-65) vs 51 (40-59),
p=0,35; konczyny dolne: 49 (37-61) vs 57 (41-65), p=0,3].
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Ponadto nie stwierdzono istotnych r6znic w medianie wieku rozpoznania czerniaka zto§liwego
skory pomiedzy pacjentami u ktorych stwierdzono przerzuty do wezidw chionnych w
porownaniu do pacjentéw bez tych przerzutow [47 (39-57) vs 54 (41-65); p=0,36]. Podobne
nieistotne wyniki uzyskano pomig¢dzy pacjentami u ktorych stwierdzono przerzuty do narzadow
wewnetrznych i u ktorych nie zostaty one wykryte [45 (39-48) vs 55 (41-65); p=0,31].

W przeprowadzonych analizach nie wykazano korelacji pomigdzy zaawansowaniem czerniaka
okreslonego glebokoscia naciekania skory w milimetrach (klasyfikacja wedlug Breslow) a
wiekiem pacjentow (p=0,26 R=-0,11). Brak istotnej korelacji zaobserwowano rowniez
pomiedzy glebokoscia naciekania skory wg skali Breslow a wiekiem pacjentoéw w ktorym
zdiagnozowano czerniaka ztosliwego skory (p=0,12, R=-0,16).

W badaniu nie zaobserwowano istotnej r6znicy w medianach wartos$ci skali Breslow pomig¢dzy
pacjentami ptci zenskiej i meskiej [0,6 (0,4-1) vs 0,7 (0,37-0,88); p=0,92]. Mediany glgbokosci
naciekania skory przez czerniaka wg skali Breslow rowniez nie r6znity si¢ istotnie pomig¢dzy
pacjentami z wyzszym wyksztalceniem i bez wyzszego wyksztatcenia [0,65 (0,4-0,95) vs 0,7
(0,35-1); p=0,8]. Pacjenci z przerzutami do weztdw chionnych charakteryzowali si¢ natomiast
wyzsza mediang grubo$ci zmiany (wg skali Breslowa), w porownaniu do pacjentéw bez
przerzutéw do weztéw chtonnych (1 (0,8-1,2) vs 0,6 (0,35-0,9); p=0,006). Podobne wyniki
zaobserwowano wsrod pacjentow z przerzutami do narzadéw wewngtrznych oraz bez
przerzutow (1 (1-1) vs 0,6 (0,39-0,93); p=0,04).

W przeprowadzonym badaniu nie zaobserwowano istotnej roznicy w medianach glebokosci
naciekania skory przez czerniaka wg klasyfikacji Breslow pomig¢dzy pacjentami u ktérych
czerniaka zdiagnozowano na twarzy i na pozostatych czg$ciach ciata [0,5 (0-1,2) vs 0,7 (0,4-
1); p=0,37]. Nie stwierdzono réwniez istotnej réznicy w medianach grubosci czerniaka
zlokalizowanego odpowiednio na plecach [0,53 (0,35-0,8) vs 0,7 (0,4-1); p=0,31], klatce
piersiowej [0,55 (0,3-0,8) vs 0,7 (0,4-1); p=0,62], brzuchu [0,5 (0,3-0,85) vs 0,7 (0,4-1); p=0,4],
konczynach gérnych [0,7 (0,5-1,2) vs 0,7 (0,35-1); p=0,35], konczynach dolnych [0,7 (0,4-1,1)
vs 0,6 (0,35-0,9); p=0,14] i w innej lokalizacji.

Ponadto w przeprowadzonych analizach nie wykazano réznic w medianach grubosci czerniaka
(wg skali Breslow) pomiedzy pacjentami u ktoérych zdiagnozowano czerniaka szerzacego si¢
powierzchownie a pozostatymi typami histomorfologicznymi (0,6 (0,4-1) vs 0,7 (0,3-1);
p=0,85). Nie przeprowadzono analiz poréwnujacych mediany glebokosci naciekania czerniaka
wg Breslowa pomiedzy poszczegdlnymi typami histomorfologicznymi czerniaka z uwagi na
dysproporcje w liczebnos$ci grup, gdyz otrzymane wowczas wyniki bylyby niemiarodajne. W

tabeli 4 podano liczbg przypadkow, srednie, odchylenie standardowe, mediany oraz skrajne
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kwartyle (Q1-Q4) grubosci naciekania skory wg Breslowa poszczegdlnych typow

histologicznych czerniaka.

Tabela 4. Statystyka opisowa grubos$ci naciekania skéry wg skali Breslowa poszczeg6lnych

typow histologicznych czerniaka.

Czerniak szerzacy si¢ | 67 0,85 +/-1,02 0,6 (0,4-1)

powierzchownie

Czerniak akralny 2 1,35 +/-0,49 1,35 (1-1,7)

4.5 Ocena wplywu czynnikdw zewngtrznych na metylacj¢ DNA (analiza EWAS)

Przeprowadzona analiza nie wykazata réznic istotnych statystycznie w poziomie metylacji
pomiedzy analizowanymi grupami, przy zastosowaniu korekty na testy wielokrotne (P<9*10°
8) (wykres 3 1 4). Korekta na testy wielokrotne zostata zastosowana celem unikniecia wykrycia

fatszywie dodatnich pozycji. Zastosowanie progu istotnosci (P<1.0x10-) obrazujgcego trend

asocjacji pozwolilo na identyfikacje 70 zasocjowanych pozycji.
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Wykres 3. Przeglad CpG uzytych do analizy: liczba CpG na chromosom, typy CpG, pozycja

w genomie i dwa typy sond stosowanych do badania CpG.
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Wykres 4. Wykres punktowy typu wulkan (Volcano plot) przedstawiajacy zrdznicowany
poziom metylacji probek. Rdznice w srednich metylacji pomiedzy grupa badawczg a kontrolng
zostaly przedstawione na osi x; logarytmicznie przeksztalcone wartosci nieskorygowanego p

zostaly przedstawione na osi y.

log10(combinedRank)

-log10(diffmeth.p.val)

[=]
o
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4.6 Ocena wieku biologicznego badanej populacji

4.6.1 Poréwnanie wieku biologicznego pomiedzy grupa badawcza i kontrolng

Wiek epigenetyczny dla analizowanej populacji wyznaczono za pomocg zegara Horvath 2013,

Skin&BloodClock, zegara Hannum, PhenoAge, GrimAge, Telomere Length, parametru tempa

starzenia si¢ PoAm i epigenetycznego wskaznika ryzyka $miertelnosci MRS Zhang (5,81,83—

85). Dla kazdego z zegarOw oszacowano parametr przyspieszenia epigenetycznego zgodnie z

opisang w MM metodologig.

Srednia warto$¢ wieku epigenetycznego uzyskanego za pomoca kazdego kalkulatora zostata

pokazana w tabeli 5.

Tabela 5. Srednia warto$¢ wieku epigenetycznego uzyskanego dla kazdego kalkulatora

Grupa HorvathAge | HannumAge | PhenoAge | GrimAge | DNAmTL | PoAm | Zhang
Badawcza 54.33 46.78 46.11 58.59 6.97 1.01 3.93
Kontrolna 54.43 46.59 45.83 59.26 6.94 1.03 4.42

W przeprowadzonym badaniu nie zaobserwowano istotnych roéznic w $rednich wieku

epigenetycznego i w zakresie parametrow przyspieszenia wieku pomig¢dzy grupami (tabela 6,
wykres 51 6).
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Tabela 6. Poréwnanie parametréw okreslajacych tempo epigenetycznego starzenia si¢

oznaczonego za pomocg réznych kalkulatoréw pomigdzy grupa badawcza i kontrolna.

Density

Density

Model t p*
HorvathEAA 0.49 0.62
IEAA 0.68 0.49
EEAA 0.21 0.83
PhenoAgeAccel 0.07 0.94
DNAmMTL 0.58 0.56
GrimAgeAccel 1.60 0.11
PoAm 1.74 0.08
Zhang 0.27 0.78
* - test t-studenta
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Wykres 5. Wykres gestosci dla wartosci EAA dla grupy badawczej przedstawiajacy ich rozktad

normalny bedacy podstawa do zastosowania testu t .
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Wykres 6. Wykres gestosci dla wartosci EAA dla grupy kontrolnej przedstawiajacy ich rozktad

normalny bedacy podstawa do zastosowania testu t.

4.6.2 Analiza wieku wyselekcjonowanych podgrup sposrod grupy badawcze;j

4.6.2.1 Analiza wieku biologicznego oraz EAA po uwzglednieniu stopnia zaawansowania

czerniaka.

Biorac pod uwage stopien zaawansowania guza, cato$¢ badanej populacji podzielono na 4
grupy: kontrolng, z czerniakiem in situ, z czerniakiem inwazyjnym oraz z czerniakiem
przerzutowym. Analiza podgrup w tym zakresie wykazata istotng r6znic¢ w $redniej wartosci
parametru tempa starzenia si¢ POAm pomiedzy czerniakiem inwazyjnym vs grupa kontrolng
(1,01 +/- 0,06 vs 1,03 +/- 0,08; t =2,05; p = 0,04)

oraz takze dla

wieku tylko

Analize epigenetycznego EAA przeprowadzono
wyselekcjonowanych podgrup pacjentdow z rozpoznanym czerniakiem ztosliwym skory, tj. po
podziale na 3 podgrupy uwzgledniajac stopien zaawansowania guza (czerniak in situ, czerniak

inwazyjny, czerniak z obecnymi przerzutami). W przeprowadzonym badaniu nie
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zaobserwowano istotnych roéznic w $rednich wieku epigenetycznego uzyskanych za pomoca

kazdego rodzaju zegara pomig¢dzy podgrupami (tabela 7).

Tabela 7. Porownanie wieku biologicznego oznaczonego za pomocg réznych kalkulatorow

pomiedzy podgrupami uwzgledniajac zaawansowanie MM.

Model Srednia t p* Srednia t p* Srednia t p*
(SD) (SD) (SD)

PhenoAgeaccel

PoAm

0. 11(7 10)

2.95(3.79)

0.65(6.70)

1.04(0.04)

1.03(0.05)

0.92

0.60

0.37

0. 16(4 85)

2.95(3.79)

227

0.56

-0.33(4.92)

1.04(0.04)

1.79

1.01(0.06)

0.05

0.10

0. 16(4 85)

0.65(6.70)

0.45

-0.33(4.92)

1.03(0.05)

0.91

1.01(0.06)

0.66

0.38

DNAmMTL

-0.03(0.11)

-0.08(0.22)

0.62

0.54

-0.03(0.11)

1.47

0.03(0.17)

0.17

-0.08(0.22)

1.55

0.03(0.17)

0.15

* test t-studenta

4.6.2.2 Analiza wieku biologicznego oraz EAA po uwzglednieniu typow histomorfologicznych

czerniaka.

Ponadto probki zostaly przeanalizowane po uwzglednieniu typow histomorfologicznych MM,

t:

1. czerniaka szerzgcego si¢ powierzchownie

2. czerniaka guzkowego
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3. czerniaka akralnego
4. czerniaka wywodzacego si¢ z plamy soczewicowatej

5. czerniaka in situ

W przeprowadzonym badaniu zaobserwowano istotne roznice w S$rednich parametrow
przyspieszenia wieku epigenetycznego oznaczonego za pomocg GrimAgeAccel pomigdzy
czerniakiem guzkowym i akralnym (0,24 +/- 1,57 vs -4,35 +/- 0,17 ; t = 5,03; p = 0,034);
czerniakiem akralnym i czerniakiem wywodzacym si¢ z plamy soczewicowatej (-4,35 +/- 0,17
vs -1,41 +/- 2,85; t = -3,95; p = 0,001); czerniakiem akralnym i czerniakiem in situ (-4,35 +/-
0,17 vs 1,23 +/-4,31; t =-4,60; p = 0,002). Ponadto zaobserwowano istotng r6znic¢ w $rednich
wieku epigenetycznego oznaczonego za pomocg DNAmMTL pomigdzy czerniakiem szerzacym
si¢ powierzchownie a czerniakiem wywodzacym si¢ z plamy soczewicowatej (-0,04 +/- 0,16
vs 0,06 +/- 0,17; t = 4,5686; p<0,001), a takze w $rednich EEAA pomigdzy czerniakiem
guzkowym i wywodzacym si¢ z plamy soczewicowatej (5,64 +/- 2,50 vs -1,11 +/- 6,03; t =
3,1794, wartos¢ p = 0,013).

4.6.2.3 Analiza wieku biologicznego oraz EAA po uwzglednieniu lokalizacji czerniaka.

W przeprowadzonym badaniu zaobserwowano istotne roéznice w S$rednich warto$ciach
przyspieszenia wieku epigenetycznego oznaczonego za pomocg GrimAgeAccel pomigdzy
czerniakiem zlokalizowanym na plecach i klatce piersiowej (-0,12 +/- 3,38 vs -2,54 +/- 1,84; t=
2,49; p=0,027); czerniakiem zlokalizowanym na klatce piersiowej i brzuchu (-2,54 +/- 1,84 vs
0,49 +/- 3,65; t = -2,28; p=0,037), a takze pomiegdzy czerniakiem zlokalizowanym na klatce
piersiowej 1 konczynach goérnych (-2,54 +/- 1,84 vs 0,75 +/- 2,73; t= -3,10; p = 0,008).
Natomiast po podziale na 2 podgrupy uwzgledniajac lokalizacj¢ czerniaka na twarzy i pozostate
lokalizacje w przeprowadzonym badaniu zaobserwowano istotng statystycznie rdznice
pomiegdzy srednimi warto§ciami parametru DNAmTL (0,09 +/- 0,13 vs -0,01 +/- 0,18; p=0,03).
Wiek epigenetyczny i parametry przy$pieszenia wieku epigenetycznego oznaczone za pomoca
innych zegaréw biologicznych nie roéznily si¢ istotnie pomig¢dzy tymi dwoma podgrupami

(tabela 8).
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Tabela 8. Poréwnanie wieku biologicznego oznaczonego za pomoca réznych kalkulatoréw

pomiedzy podgrupami uwzgledniajac lokalizacje MM.

0.08 (5.22)
0.40(4.86)

PhenoAgeaccel -0.60(5.44)
0.46(5.30)

1.01(0.05)
1.02(0.06)

DNAmTL 0.09(0.13) 225 0.03
-0.01(0.18)

* - test t-studenta

4.7 Ogolnogenomowa analiza zmienno$ci SNP badanej populacji (analiza GWAS)

Na podstawie zastosowanej analizy jakosci danych SNP, wykluczono z dalszych analiz 2
przypadki. Jedna probka (ptci zenskiej) z grupy kontrolnej zostata odfiltrowana ze wzgledu na
zta jako$¢ macierzy GSA. Inna probka meska (pochodzaca z grupy kontrolnej) zostata
odfiltrowana na podstawie progu pokrewienstwa 0,2. Filtrowanie ze wzgledu na test HW,
czgsto$¢ alleli umozliwito wyselekcjonowanie ostatecznej liczby 491244  pozycji
polimorficznych SNP analizowanych w grupie 200 oséb, w tym 101 pacjentow z grupy

badawczej 1 99 z grupy kontrolne;.
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Przy zastosowaniu korekty na testy wielokrotne typu FDR (ang. False discovery rate) P<5 x 10
8 nie zidentyfikowano zadnego istotnego SNP zwigzanego z czerniakiem zto$liwym skory.
Odnotowano asocjacj¢ dla 23426 pozycji SNP przy progu istotnosci p < 5*10-4.

Wykres Manhattan Plot powigzanych loci zostat przedstawiony na wykresie 7.

Manhattan Plot

5.0 .
45 [ . | ]
= L] - " L] " om

-log1 0{UNAD.

mmm Chr1 wess Chr2 msm Chr3 c== Chr4 wem Chr5 wess ChtG wess Chr7 wess Chr8 === Chr9 wess Chr10 s Chr11 wess Chr12
mem Chr13 wess Chr1d4 s Chr15 === Chr16 wess Chr17 wess Chr18 wess Chr19 wess Chr20 wess Chr21 wess Chr22

Wykres 7. Manhattan Plot przedstawiajacy uzyskane wyniki badania asocjacyjnego catego
genomu. Warianty zmapowane na poszczegdlnym chromosomie zostaly oznaczone
oddzielnym kolorem 1 pokazane na osi x. Przeksztalcone logarytmicznie warto$ci
nieskorygowanych p, przedstawiajace poziom istotno$ci wynikéw badania poréwnawczego
pomiedzy grupa badawczg i kontrolng zostaly przedstawione na osi y. Niebieska linia obrazuje

poziom istotno$ci p<5*10*

4.8 Analiza zestawu literaturowych SNP

Analiza danych literaturowych wykazata, ze liczba znanych pozycji SNP zasocjowanych z
czerniakiem w populacji europejskiej wynosi 68 (95). Przeprowadzone w ramach niniejszej
pracy analizy wykazaly, ze w$réd znanych markerow SNP wszystkie wykazuja istotnos¢ w

naszych danych (tj. pacjentow pochodzacych z populacji polskiej) na poziomie p<0.05.
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5. Dyskusja

Czgstos¢ wystepowania nowotworéw skory na calym $§wiecie rosnie z roku na rok w
zatrwazajaco szybszym tempie w pordwnaniu z jakimkolwiek innym rodzajem nowotworu.
Sposrod wszystkich nowotwordw skory, czerniak ztosliwy stanowi gtéwna przyczyng zgondw
(20). Sto lat temu czerniak skory wystepowatl stosunkowo rzadko; w 1935 r. przez cate zycie
czlowieka ryzyko rozwoju czerniaka wynosito 1:500. Dla poréwnania, obecnie w populacji
zachodniej szacuje si¢, ze 1 osoba na 50 w przeciaggu swojego zycia zachoruje na czerniaka
(103). Ponadto rownie niepokojacym jest fakt, ze w ciggu ostatnich lat wskazniki $miertelnos$ci
takze posiadaja tendencje wzrostowa (3).

Przyczyny skrajnego wzrostu zachorowan na czerniaka sa tylko cze¢sciowo wyjasnione. Jedng
z przyczyn jest z pewnoscia zwigkszona §wiadomos$¢ choroby i wezesne wykrycie; jednak nie
tltumaczy to cato$ci gwaltownego wzrostu przypadkéw czerniaka ztosliwego skory.
Doktadniejsze poznanie czynnikow ryzyka zwigkszajacych jego wystgpowanie oraz ich
prewencja sg kluczowe w walce o zmniejszenie §miertelnosci. Rozwoj czerniaka jest ztozonym
procesem, wynikajacym z interakcji pomigdzy genetyczng podatnoscia oraz narazeniem na
czynniki zewnetrzne (103). Ryzyko indywidualne zachorowania na czerniaka jest zatem
wieloczynnikowe, zalezne od wystgpowania wrodzonych mutacji genowych, obecnosci
polimorfizméw genowych, a takze ekspozycji na czynniki zewngetrzne, mogacych powodowac
zmiany epigenetyczne i w ten sposob modyfikowaé ryzyko zachorowania na czerniaka
zto$liwego (2). W ostatnich latach opisano szereg gendw zwiazanych z czerniakiem. Dzigki
sekwencjonowaniu nowej generacji i analizie duzych zbioréw danych, poziom wiedzy na temat
patogenezy czerniaka jest dynamiczny i wcigz ulega rozwojowi. Badania prowadzone na
poziomie epigenomu czesciowo wykazaty swoja role w rozwoju czerniaka skory, chociaz petne
zrozumienie onkogenezy jest nadal niejasne. Potrzebne sa zatem dalsze badania
epidemiologiczne, kliniczne i genetyczne, aby w pelni zrozumie¢ sposéb dziedziczenia, rolg
czynnikow $rodowiskowych w penetracji genéw oraz znaczenie tych genéw w rokowaniu
pacjenta.

W niniejszej dysertacji doktorskiej podjeto probe wytlumaczenia patogenezy czerniaka
ztosliwego skory kilkuetapowo, a zarazem kompleksowo obejmujac ocene wptywu czynnikow
srodowiskowych, epigenetycznych 1 genetycznych na rozwdj czerniaka. Najpierw
przeprowadzono podstawowg analiz¢ wplywu czynnikow zewngtrznych na rozwdj czerniaka
zto§liwego poprzez porownanie dwoch grup: populacji u ktérej rozpoznano czerniaka i

populacji zdrowej. Nastepnie oceniono korelacj¢ miedzy danymi metylacyjnymi i czynnikami
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srodowiskowymi a wystapieniem czerniaka ztosliwego skory u pacjentow. Kolejnym etapem
byto okreslenie wieku epigenetycznego pacjentdOw z rozpoznanym czerniakiem skory oraz
ocena ich epigenetycznego tempa starzenia si¢. Poprzez ocen¢ wieku epigenetycznego
zweryfikowano hipotez¢ czy nowotwory — w tym przypadku czerniak ztosliwy skory, a takze
czynniki §rodowiskowe (na ktore pacjenci z czerniakiem ztosliwym byli i sg eksponowani) sa
skorelowane z wiekiem epigenetycznym. Okre$lono réwniez czy starzenie si¢ skory koreluje
ze starzeniem si¢ epigenetycznym. Ostatnim etapem byta analiza genetyki pacjentow z
czerniakiem zto§liwym skory, tj. analiza og6élnogenomowych danych SNP celem identyfikacji
nowych, dotychczas nieznanych wariantéw SNP zwigkszajacych podatnos¢ na zachorowanie
na czerniaka zlo§liwego. Ponadto oceniono predyspozycje genetyczng pacjentow z
rozpoznanym czerniakiem zto§liwym skoéry bioracych udziat w badaniu pochodzacych z
polskiej populacji do rozwoju czerniaka poprzez weryfikacje obecnosci dotychczas odkrytych

zasocjowanych wczesniej z czerniakiem SNP w populacji europejskie;.

5.1 Dane demograficzne badanej populacji — omdwienie

Badana grupa badawcza sktadata si¢ z 101 pacjentéw, a odsetek wystepowania czerniaka
zto§liwego skory u plei zenskiej byl wigkszy niz u ptci meskiej (64,4% vs 35,6%). Dane
dostepne w pismiennictwie dotyczace, czy czerniak jest czestszy u kobiet czy mezczyzn
niejednokrotnie dostarczaja sprzeczne wyniki. W badaniu Martin-Gorgojo i in. (2017) réwniez
zaobserwowano, iz u kobiet czerniak wystepowat czgdciej niz u mezczyzn, tj. 53,7% vs 46,3%
(104). Natomiast w analizie O’Neill C. (2019) wykazano, ze m¢zczyzni sa okoto 1,5 raza
bardziej narazeni na zachorowanie na czerniaka niz kobiety (105). Inne badania wskazuja, ze
r6zna czesto$¢ wystepowania u obu plci nalezy analizowa¢ w zaleznosci od wieku: tj. czgstos$¢
wystepowania czerniaka w populacji europejskiej jest wieksza u kobiet niz m¢zczyzn do
osiggnigcia 40 roku zycia, natomiast w wieku 75 lat, zachorowalno$¢ jest prawie trzykrotnie
wyzsza u mezczyzn w porownaniu z kobietami (103). Wg ostatnich dostgpnych danych z 2010r.
w Polsce czerniak stanowi u me¢zczyzn okoto 1,7% zachorowan, natomiast u kobiet 1,9%
zachorowan, co wynosi rocznie okoto 1200 przypadkéw u mezczyzn 1 1350 u kobiet (3).
Znacznie wyzszy odsetek wystepowania czerniaka zto§liwego skory u kobiet obserwowany w

niniejszym badaniu, moze wynikac¢ z faktu, iz pacjenci do grupy badawczej byli rekrutowani w
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Gabinecie Wideodermatoskopii Poradni Dermatologicznej, w ktdrej chetniej pod statg kontrola
znajdujg si¢ osoby pici zenskiej, niz meskie;.

Model wiekowy zapadalnosci na czerniaka w niniejszym badaniu byt podobny jak
obserwowano w innych analizach. Srednia wieku w momencie rozpoznania czerniaka
niezaleznie od ptci wynosita 52,29 +/- 14,57, mediana 53 (41-65), natomiast u kobiet czerniaka
rozpoznawano zwykle wczesniej niz u mezczyzn [$rednia 48,95 +/- 14,56 vs 58,4 +/- 12,64;
mediana 46 (39-59) vs 61 (48-68)]. Przeprowadzone dotychczas badania epidemiologiczne
sugeruja, ze mediana wieku w chwili rozpoznania czerniaka ztosliwego dla obu ptci wynosi 57
lat. Analizujac dane dotyczace zapadalnosci w =zaleznosci od plci, u plci zenskiej
zachorowalno$¢ wzrasta liniowo od 25. do 50. roku zycia, a nastgpnie maleje, podczas gdy u
pltci meskiej obserwuje si¢ gwaltowny wzrost czestosci wystepowania po 55 roku zycia (4).
Wzrost wystgpowania czerniaka w mtodszej grupie kobiet moze by¢ spowodowany czestszym
korzystaniem z solarium, w poréwnaniu do grupy me¢zczyzn. Liczne prace rdwniez sugeruja
udzial estrogenéw w patogenezie czerniaka zto§liwego skory. Wiekszos¢ przeprowadzonych
badan dotyczacych wzrostu ryzyka czerniaka w cigzy (w ktorym obserwuje si¢ wyzszy poziom
estrogenéw), nie potwierdzity jednak zwigkszonego ryzyka czerniaka, grubszego naciekania
skory wg skali Breslow, zwigkszonego ryzyka przerzutow czy gorszego rokowania u kobiet w
cigzy (106).

Sposrod pacjentdow z rozpoznanym czerniakiem zto§liwym skoéry 72,28% zamieszkiwato
miasto, natomiast 27,72% pacjentdw wskazato wies jako swoje miejsce zamieszkania. Wyniki
te nie roznily si¢ istotnie w pordwnaniu do pacjentow u ktorych nie rozpoznano czerniaka
ztos$liwego skory (odpowiednio 85,15% oraz 14,85%), co sugeruje ze miejsce zamieszkania nie
nalezy do czynnikdw ryzyka wystgpowania czerniaka zlosliwego skory.

Co ciekawe, w przeprowadzonym badaniu wykazano, ze odsetek osob ktore posiadaty
wyksztatlcenie wyzsze (licencjackie/magisterskie) byl istotnie nizszy wsrod osob z
rozpoznanym czerniakiem ztosliwym skoéry w poréwnaniu do oséb zdrowych (53,47% vs
68,32%), natomiast status socjoekonomiczny nie byl czynnikiem réznicujagcym obie grupy.
Podobne wyniki uzyskano w badaniu przeprowadzonym w Stanach Zjednoczonych, gdzie
osoby z wyzszym wyksztalceniem (ale nie z wyzszymi dochodami) réwniez byly mniej
narazone na zachorowanie na czerniaka zlosliwego skory (107). Obserwacje te moga
odzwierciedla¢ zalezno$¢, ze osoby z nizszym poziomem wyksztalcenia s3 mniej $wiadome
ryzyka zachorowania na czerniaka, a takze mniej wyedukowane odno$nie czynnikow ryzyka

nowotworow skory, jak i metod ich zapobiegania.
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5.2 Ekspozycja na czynniki srodowiskowe badanej populacji — omowienie

W niniejszej dysertacji czgsciej jakikolwiek sport uprawiali pacjenci bez czerniaka zto§liwego
skory w poréwnaniu do pacjentdw z rozpoznanym czerniakiem, natomiast wyniki te nie byly
istotne pod wzgledem statystycznym (68,32 vs 58,42%). Nie wykazano takze istotnych rdznic
pomiegdzy grupami w odsetku czestosci uprawianego sportu: 45,54% pacjentéw z czerniakiem
uprawiato sport dwa badz wiecej razy w tygodniu, natomiast w$rod pacjentéw bez czerniaka
odsetek ten wynosit 54,46%. W badaniu nie zostaly roOwniez zaobserwowane roznice w
medianie czasu sp¢dzonego na siedzeniu na dobg¢ wyrazonego w minutach pomig¢dzy grupami
[250 (180-420) vs 240 (120-420)]. W przeprowadzonym w 2018 roku przegladzie
systematycznym z metaanaliza, ktérego celem byto przeanalizowanie zwigzku pomig¢dzy
aktywno$cig sportowa a wystgpowaniem czerniaka ztosliwego skory uzyskano sprzeczne
wyniki (108). Badania kohortowe wykazaty statystycznie istotny dodatni zwigzek migdzy duza
versus niska aktywno$cig fizyczng a ryzykiem czerniaka (RR = 1,27, 95% CI = 1,16-1,40). W
przeciwienstwie do tego, badania kliniczno-kontrolne ujawnity statystycznie nieistotne ale
mniejsze ryzyko zachorowania na czerniaka zto§liwego skory u pacjentdéw wykazujacych si¢
aktywnoscig fizyczna (RR = 0,85, 95% CI = 0,63-1,14.). Wyniki te mozna interpretowa¢ na
dwa sposoby. Z jednej strony wzrost ryzyka zachorowania na czerniaka u pacjentéw
wykazujacych duza aktywnos$¢ fizyczng mozna ttumaczy¢ faktem, ze sportowcy uprawiajacy
sporty na $§wiezym powietrzu otrzymuja duze dawki promieniowania UV w zwigzku z
harmonogramami treningdw i zawodow przy duzym nastonecznieniu, a w sportach alpejskich
z powodu wzrostu promieniowania UV zwigzanego z wysokoscig nad poziomem morza i
dodatkowo mozliwoscig odbicia promieni UV od powierzchni pokrytych $niegiem i lodem.
Ekstremalna ekspozycja na promieniowanie UV podczas uprawiania sportOw na $wiezym
powietrzu, takich jak narciarstwo, alpinizm, jazda na rowerze lub triathlon, zostata
udokumentowana w serii badan dozymetrycznych. Pocenie si¢ spowodowane wysitkiem
fizycznym moze przyczynia¢ si¢ do uszkodzen skory zwigzanych z promieniowaniem UV,
poniewaz zwigksza indywidualng wrazliwos$¢ skory na $wiatto, zwigkszajac ryzyko oparzen
stonecznych. Duze badania epidemiologiczne wykazaly, ze zajecia rekreacyjne, takie jak
przebywanie na sloficu na plazy lub podczas uprawiania sportow wodnych, wigzaty si¢ ze
zwigkszonym ryzykiem raka podstawnokomorkowego, podczas gdy u narciarzy stwierdzono
zwigkszone ryzyko rozwoju raka plaskonabtonkowego. Ponadto stwierdzono, ze czynniki
ryzyka czerniaka skory, takie jak liczba znamion melanocytowych i plam soczewicowatych,

wystepuja czesciej u osoéb uprawiajacych sporty wytrzymato$ciowe na §wiezym powietrzu
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(109). Z drugiej strony pacjenci czesciej uprawiajacy sport, moga wykazywac si¢ zdrowszym
stylem zycia 1 czgstszymi zachowaniami prozdrowotnymi jak np. stosowaniem kreméw
ochronnych z filtrem badZz czegstszym zglaszaniem si¢ do dermatologa na badanie
profilaktyczne znamion melanocytowych, co moze zmniejsza¢ ryzyko wystapienia czerniaka
ztosliwego skory.

Ponadto w niniejszej pracy nie zaobserwowano istotnej roznicy w medianach czasu spania
wyrazonego w godzinach pomig¢dzy grupami. Podobne wyniki zostaty opublikowane w badaniu
kohortowym przeprowadzonym przez Cohen J i in. (2015) na grupie 880 pacjentow z
czerniakiem ztosliwym skory (110).

W przeprowadzonym badaniu nie ujawniono takze rdéznic w nawykach zywieniowych
pomiegdzy grupa badawcza a kontrolng. Czesto$¢ spozywania owocodw cytrusowych, warzyw,
migsa, ryb jak i picia kawy w grupie pacjentow z rozpoznanym czerniakiem zlo$liwym skory
nie rdznila sig¢ istotnie od czgstosci ich spozywania w grupie 0osob zdrowych. Dostepne badania
dotyczace roli czynnikéw dietetycznych (np. przeciwutleniaczy, retinoidéw, witaminy C i
witaminy E) nie wykazaly stalego wplywu diety na czesto$¢ wystepowania czerniaka
(111,112). Opublikowane dotychczas badania obserwacyjne nie wyjasnily takze jednoznacznie
roli wielonienasyconych kwasow ttuszczowych (PUFAs) w rozwoju czerniaka. Niedawno, w
celu zbadania zwigzku przyczynowego migdzy poziomami PUFAs a ryzykiem czerniaka,
Liyanage i in. (2018) przeprowadzili analiz¢ randomizacji Mendla z wykorzystaniem 12 874
przypadkéw 123 203 kontroli z najwigkszej metaanalizy badania asocjacyjnego obejmujacego
caly genom czerniaka. Ich wyniki wykazaly, ze wptyw zwiekszonych pozioméw PUFA na
ryzyko czerniaka jest albo zerowy, albo bardzo maty (113).

Zwiagzek migdzy spozyciem kawy i herbaty a czerniakiem jest kontrowersyjny. Warto
zauwazy¢, ze w wielu metaanalizach duzych badan obserwacyjnych stwierdzono ochronng role
dla kawy z kofeing, ale nie dla kawy bezkofeinowej (114—-116). Proponowane mechanizmy
dziatania kofeiny i1 innych zwigzkow bioaktywnych obecnych w zwyklej kawie w zapobieganiu
czerniakowi opierajg si¢ na badaniach in vitro i na zwierzetach, ale pozostaja nieudowodnione
na ludziach (117,118). Metaanaliza z 2016 r., obejmujgca dwa badania kliniczno-kontrolne 1
pig¢ badan kohortowych, w ktérych uczestniczyto prawie 850 000 uczestnikéw, wykazata
niewielka odwrotng zalezno$¢ miedzy spozyciem kawy z kofeing a wystgpowaniem czerniaka,
z tacznym ryzykiem wzglednym (RR) 0,81 (95% CI 0,68-0,97) (114). Badanie wykazato
liniowa zalezno$¢ miedzy ryzykiem czerniaka a poziomem spozycia kawy; ryzyko zostato
zmniejszone o 4,5 procent dla jednej filizanki kawy z kofeing dziennie w poréwnaniu z brakiem

spozycia. W analizie stratyfikowanej ochronne dziatanie kawy zawierajacej kofeing byto
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istotne u kobiet (RR 0,76, 95% C1 0,61-0,95), ale nie u m¢zczyzn (RR 1,11, 95% CI10,91-1,36).
Nie stwierdzono wptywu kawy bezkofeinowej. P6Zniejsza analiza danych z duzej kohorty z 10
krajow europejskich, w tym prawie 500 000 os6b w wieku od 25 do 70 lat uczestniczacych w
badaniu European Prospective Investigation into Cancer and Nutrition (EPIC), potwierdzita
odwrotng zalezno$¢ migdzy spozywaniem kawy z kofeing a czerniakiem (119). W tej analizie
spozywanie kawy lub herbaty z kofeing wigzalo si¢ ze zmniejszeniem ryzyka czerniaka wérod
mezczyzn, ale nie wsrod kobiet (wspotczynnik ryzyka HR 0,31, 95% CI 0,14-0,69 i HR 0,96,
95% CI 0,62-1,47), po uwzglednieniu wyksztalcenia, palenia papierosow, spozycia alkoholu,
diety, wskaznika masy ciala, i stosowania hormonow egzogennych. Nie zaobserwowano
zwigzku z kawa lub herbata bezkofeinowa. Jednak znaczenie tych wynikéw pozostaje
niepewne, poniewaz dane dotyczace znanych czynnikow ryzyka czerniaka, w tym fototypu
skory, liczby znamion, wywiadu rodzinnego czerniaka i ekspozycji na promieniowanie
ultrafioletowe, nie zostaly uwzglednione.

Natomiast analiza danych od ponad 100 000 oséb bioracych udzial w badaniu Nurse's Health
Study wykazata niewielki wzrost ryzyka czerniaka ztosliwego skory zwigzanego z wysokim
spozyciem owocoéw cytrusowych lub soku w diecie (HR 1,36, 95% CI 1,14-1,63), po
skorygowaniu o rozpoznane czynniki ryzyka dla czerniaka, takie jak wywiad rodzinny, liczbe
znamion 1 liczbe oparzen stonecznych w ciagu zycia (120). Potencjalnym wyjasnieniem
zwigzku miedzy czerniakiem a spozyciem owocoéw cytrusowych jest to, ze owoce cytrusowe
sa zrodtem psoralenéw, zwigzkow chemicznych obecnych w ro$linach znanych jako
fotouczulacze zwigkszajacych wrazliwo$¢ na promieniowanie UV (121).

Ponadto w niniejszym badaniu nie wykazano istotnych réznic migdzy odsetkiem osob palacych
papierosy oraz czestoscig spozywania alkoholu pomigdzy grupami. W dostgpnych dotychczas
badaniach réwniez nie stwierdzono, aby palenie bylo niezaleznym czynnikiem ryzyka
czerniaka. Jedno z badan sugerowalo nawet odwrotng zalezno$¢ migdzy paleniem a
czerniakiem u mezczyzn. Natomiast metaanaliza 16 badan kliniczno-kontrolnych 1
kohortowych obejmujacych ponad 6000 pacjentéw wykazata niewielki wzrost ryzyka
czerniaka zwigzanego z piciem alkoholu w stopniu umiarkowanym do wysokiego w
poréwnaniu z piciem lekkim lub okazjonalnym (RR 1,20, 95% CI 1,06-1,37). Ryzyko bylo o
55 % wyzsze u 0sob pijacych 50 g alkoholu dziennie (122,123).

Istotna réznica zostala natomiast zaobserwowana pomiedzy odsetkiem os6b korzystajacych z
solarium (obecnie lub w przesztosci) w grupie badawczej i1 kontrolnej. Odsetek osob ktore
korzystaty z solarium byl istotnie wyzszy w grupie pacjentdéw z rozpoznanym czerniakiem

ztosliwym skory, w poréwnaniu do 0s6b zdrowych. Na podstawie dowodow z wielu badan
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sugerujacych, ze t6zka opalajace zwickszaja ryzyko czerniaka, w 2009 r. Migdzynarodowa
Agencja Badan nad Rakiem Swiatowej Organizacji Zdrowia (IARC) sklasyfikowata §wiatto
ultrafioletowe emitowane z 16zek opalajacych jako czynnik rakotwodrczy u ludzi (124). Kolejne
badania obserwacyjne i metaanalizy potwierdzity zwigzek miedzy opalaniem w solarium a
wystepowaniem czerniaka. Metaanaliza 36 badan przperowadzona w 2021 r. obejmujaca 14
583 przypadki czerniaka wykazata istotny zwigzek migdzy opalaniem si¢ w solarium a
ryzykiem czerniaka (RR 1,27, 95% CI 1,16-1,39) (125). Ponadto ryzyko bylo wyzsze dla
pierwszej ekspozycji w mtodym wieku (<20 lat) i czestszych ekspozycji (czestos¢ roczna >10
razy) (odpowiednio RR 1,47, 95% CI 1,16-1,85 i RR 1,52, 95% CI 1,22-1,89). Co wigcej
populacyjne badanie kliniczno-kontrolne obejmujace 681 pacjentéw z czerniakiem i1 654 0so6b
w grupie kontrolnej w wieku ponizej 50 lat wykazato, Zze kobiety, ktore kiedykolwiek opalaty
si¢ w solarium, mialy od dwoch do szeéciu razy wigksze ryzyko wystapienia czerniaka w
poréwnaniu z kobietami, ktoére nigdy nie korzystaty z solarium (126). Warto zauwazy¢, ze
wsrdd kobiet w wieku od 30 do 39 lat i od 40 do 49 lat stosowanie t6zek opalajacych byto silnie
zwigzane z ryzykiem czerniaka po uwzglednieniu innych znanych i zwigzanych ze stylem zycia
czynnikow ryzyka czerniaka (OR 3,5, 95% CI 1,2-9,710R 2,3 95% CI 1,4-3,6). We wszystkich
grupach wiekowych ryzyko stale wzrastato w przypadku kobiet, ktore rozpoczety opalanie w
solarium przed ukonczeniem 25. roku zycia oraz tych, ktore zglosity >10 sesji opalania w ciagu
zycia. Nie mozna wykluczy¢ mozliwosci, ze zwigzek miedzy korzystaniem z solarium a
czerniakiem jest przeszacowany z powodu obecnosci czynnikéw zakldcajacych. Korzystanie z
solarium moze by¢ wskaznikiem populacji bardziej eksponowanej na promieniowanie
stoneczne. Badania wykazaly, Ze osoby korzystajace z t6zek opalajacych czgsciej opalaja sie 1
stosujg rzadziej ochrong przeciwstoneczng niz osoby, ktore nie korzystaja z solarium (127).

Co wigcej, w niniejszym badaniu stwierdzono réwniez istotng roznice pomigdzy odsetkiem
wystapienia epizodow poparzen slonecznych pomiedzy grupami. Pacjenci z czerniakiem
znacznie czg$ciej deklarowali wystapienie poparzenia stonecznego w poréwnaniu do pacjentow
bez rozpoznanego czerniaka zto§liwego skory. Wydaje si¢, ze wzorzec i czas ekspozycji na
stonce sg niezwykle wazne w rozwoju nowotwordw skory. Czerniaki sg zwykle zwigzane z
intensywnym, okresowym narazeniem na stonce i oparzeniami stonecznymi, i czgsto wystepuja
na obszarach wystawionych na dziatanie stofica sporadycznie (np. plecy u m¢zczyzn, konczyny
dolne u kobiet). Ten zwigzek z okresowa ekspozycja na stonce nie dotyczy jednak wszystkich
obszarow ciata, gdyz czerniaki zlokalizowane glowy i szyi sg zwykle czgstsze u pacjentow z
duza ekspozycja zawodowa na stonce, ktora ma charakter przewlekty (128). Szczego6lnie wazna

wydaje si¢ by¢ ekspozycja we wczesnym okresie zycia. Szacuje si¢, ze osoby, ktore miaty pig¢
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lub wigcej cigzkich oparzen slonecznych w dziecifistwie lub okresie dojrzewania, maja
dwukrotnie wigksze ryzyko zachorowania na czerniaka (129). Co wiece], czgstosé
wystepowania czerniaka jest wyzsza wsrdd oséb migrujacych z potnocnych do bardziej
réwnikowych szerokosci geograficznych, a efekt ten obserwuje si¢ gtdéwnie wsrod osob, ktore
w momencie migracji byly dzie¢mi (130). Nie jest jasne, dlaczego okresowa ekstremalna
ekspozycja na slonice wydaje si¢ zwigksza¢ ryzyko czerniaka, podczas gdy przewlekla
ekspozycja jest bardziej zwigzana z nieczerniakowymi rakami skoéry. Po powaznym
uszkodzeniu DNA wywotanym promieniowaniem UV keratynocyty (z ktorych powstajg raki
ptaskonablonkowe i podstawnokomoérkowe) przechodza apoptoze, czyli zaprogramowang
$mier¢ komorki. Natomiast melanocyty s3 odporne na ten poziom promieniowania, a ich
przezycie skutkuje propagacja zmutowanych genow, zwlaszcza jesli uszkodzony DNA nie jest
w pelni naprawiony (24). Moze to by¢ ewolucyjnie dobrana korzys¢ dla organizmu, gdyz
melanocyty przezywaja oparzenia stoneczne 1 moga chroni¢ regenerujace si¢ keratynocyty.
Jednak na poziomie komoérkowym, pod wplywem promieniowania ultrafioletowego dochodzi
do niekontrolowanej proliferacji melanocytow wynikajacych z kumulacji w nich mutacji,
mogacych zaréwno pobudzaé¢ podziatly komoérkowe jak i hamowaé mechanizmy obronne
komorki, co moze prowadzi¢ do rozwoju czerniaka ztosliwego skory.

W niniejszej pracy, badane grupy nie roéznity si¢ istotnie pomiedzy soba w odsetku narazenia
na czynniki szkodliwe w miejscu pracy, takie jak: przewlekly stres, niska temperaturg, wysoka
temperature, metale cigzkie/zanieczyszczenie powietrza/dioksyny/dym  papierosowy,
promieniowanie jonizujace, pestycydy/inne chemikalia, a takze czgste narazenie na
promieniowanie sloneczne. Narazenie zawodowe na chemikalia bylo badane w wielu
badaniach dotyczacych polichlorowanych bifenyli (PCB), produktow ropopochodnych,
promieniowania jonizujacego i selenu (131). Chociaz wstgpne analizy wykazaly wzorce
zwigkszonej zachorowalno$ci, nie znaleziono zadnych statystycznie istotnych czynnikow
ryzyka zawodowego po skorygowaniu o znane czynniki ryzyka, takich jak liczbe¢ znamion czy
ekspozycje na stonce.

Ponadto w badaniu nie wykazano obecnosci istotnych réznic pomigdzy grupami w czgstosci
wystepowania innych chordb przewleklych, jak np. choroby uktadu krazenia, co moze
posrednio sugerowac, ze przyjmowane leki np. B blokery czy ACEI nie maja znaczenia w
onkogenezie czerniaka. Nie przeprowadzono analizy dotyczacej czgstszego wystepowania
innych nowotworoéw w grupie z rozpoznanym czerniakiem, jak np. nowotworu prostaty (z

ktorym w ostatnim czasie wykazano w kilku badaniach zwigzek z czerniakiem), gdyz do grupy
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kontrolnej byli wlaczani pacjenci bez czynnej badz obecnej w przesztosci choroby

nowotworowej (132).

5.3 Cechy progresywne wygladu badanej populacji - omowienie

Wsrod pacjentdw z rozpoznanym czerniakiem skory najczesciej wystgpujacym typem skory
wg skali Fitzpatricka byl fototyp II, nastgpnie fototyp III i fototyp I. Czgstos¢ wystgpowania
fototypu II oraz III nie roznita si¢ istotnie pomigdzy pacjentami z rozpoznanym czerniakiem
zto§liwym skory 1 u pacjentéw u ktérych nie zdiagnozowano tego typu nowotworu. Natomiast
fototyp I istotnie czg$ciej wystgpowal wsrodd pacjentdéw z rozpoznanym czerniakiem skory, w
poréwnaniu do pacjentdOw bez rozpoznanego czerniaka. Jasna pigmentacja skory, rude lub
blond wtosy, niebieskie lub zielone oczy, sktonnos¢ do piegéw i staba zdolno$¢ do opalania,
ktére odzwierciedlajg wrazliwos¢ skory na $wiatto stoneczne, sa dobrze znanymi czynnikami
ryzyka czerniaka. Osoby z ciemng i jasng skorg na ogdél maja taka sama wzgledna liczbe
melanocytow, jednak u 0sob o jasnej karnacji melanocyty na ogdt nie wytwarzaja melaniny.
Nalezy podkresli¢, ze wszyscy pacjenci z grupy badawczej byli polskiej narodowosci, gdzie
wiekszo$¢ mieszkancow nalezy do rasy kaukaskiej, ktéra odpowiada za 70% przypadkow
czerniaka. Wzgledne ryzyko rozwoju czerniaka u osob z niebieskimi oczami wynosi od 1,6 do
3,00 w poréwnaniu do os6b posiadajacych ciemne oczy, natomiast u 0séb z zielonymi oczami
W poréwnaniu z ciemnymi oczami ryzyko wzgledne wynosi od 1,06 do 2,45 (105). Jesli chodzi
o kolor wtosow ryzyko wzgledne wynosi od 1,6 do 9,7 dla blond wtosow oraz od 2,3 do 5,59
dla wloséw rudych w pordwnaniu z ciemnymi wlosami, natomiast staba zdolno$¢ do opalania
zwigksza ryzyko wystapienia czerniaka od 1,4 do 4,5 raza (20).

W badaniu nie wykazano istotnej roéznicy w medianie roku zycia w ktdorym pacjenci
zaobserwowali pierwsze oznaki siwienia pomig¢dzy grupa badawcza a kontrolng. Natomiast
pacjenci z rozpoznanym czerniakiem zto§liwym skory istotnie czesciej charakteryzowali si¢
nasilonym oraz ci¢zkim stopniem zaawansowania fotostarzenia skory twarzy wg skali Glogau
w poréwnaniu do oséb zdrowych. Ponadto pacjenci z rozpoznanym czerniakiem istotnie
czesciej charakteryzowali si¢ wystepowaniem glebokich zmarszczek na czole, gigbokich bruzd
nosowo-wargowych oraz znacznym opadaniem powiek w poréwnaniu do osoéb zdrowych.
Oznacza to, ze grupa pacjentdéw ze zdiagnozowanym czerniakiem zto§liwym skory
charakteryzowata si¢ bardziej nasilonym starzeniem si¢ skory w poréwnaniu do o0sob

zdrowych. Co wigcej w przeprowadzonym badaniu zaobserwowano, ze w grupie pacjentow z
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czerniakiem w poréwnaniu do grupy kontrolnej istotnie czgsciej na skorze twarzy wystepowaty
liczne (>10) plamy soczewicowate oraz teleangiektazje, ktore powodowane s przewlekla
ekspozycja na $wiatto UV. Moze mie¢ to zwigzek, z wczesniej opisanymi wynikami, tj.
czgstszym Kkorzystaniem z solariow oraz wigkszym odsetkiem wystgpienia poparzen
stonecznych w grupie badawczej. Co ciekawe, pomigdzy badanymi grupami nie wykazano
istotnych ro6znic w przewlektym narazeniu na promieniowanie stoneczne w pracy, natomiast w
kwestionariuszu nie uwzgledniono pytania o ogdlne przewlekle narazenie na promieniowanie
stoneczne niezaleznie od pracy, co zapewne nalezy do stabych punktéw badania. Mozna
jedynie przypuszczac, ze czestsze korzystanie z solarium oraz czeséciej wystgpujace oparzenia
stoneczne obserwowane w grupie badawczej moga by¢ wskaznikiem populacji bardziej
eksponowanej na promieniowanie stoneczne.

Ponadto nie wykazano istotnie statystycznej réznicy pomie¢dzy grupami w medianie wysokos$ci
ciala, natomiast pacjenci z czerniakiem charakteryzowali si¢ istotnie wyzsza mediang masy
ciata w poréwnaniu do pacjentéw zdrowych. Pomimo faktu, ze otylo$¢ zostala powigzana ze
zwigkszonym ryzykiem wystapienia jak i1 zwigkszong S$miertelno$cia w kilku typach
nowotworow, takich jak np. rak jelita grubego, rak piersi czy rak gruczotu krokowego, jej
mozliwa rola w etiologii czerniaka zlosliwego pozostaje niejasna (3). Uzyskane wyniki w
niniejszym badaniu sg w cz¢sci spojne z pracg De Giorgi V i in. (2017) (133). W cytowanym
badaniu autorzy stwierdzili istotng (p < 0,001) korelacje BMI z wiekiem oraz wystgpowaniem
czerniaka: nadwaga istotnie zwigkszata ryzyko czerniaka ztosliwego u oséb w wieku ponizej
50 lat (OR (iloraz szans, ang. Odds Ratio) = 1,85 95% CI 1,14-2,94), podczas gdy zwigzek nie
byt istotny dla oséb powyzej 50 roku zycia (OR = 1,15 95% CI 0,77-1,71). Natomiast w
przeprowadzonej metaanalizie przez Sergentanis T i in. (2013), przeanalizowano oddzielnie
ryzyko czerniaka ztos$liwego wérdéd mezezyzn i kobiet w odniesieniu do wskaznika masy ciata
(BMI). Wséréd mezczyzn OR wyniost 1,31 (95% CI 1,18-1,45) dla nadwagi i 1,31 (95% CI
1,19-1,44) dla otytosci. Wérod kobiet nie udokumentowano zadnego istotnego zwiagzku; iloraz
szans dla 0sob z nadwagg i otyloscig wynosit odpowiednio 0,98 (95% CI: 0,92-1,05) 1 0,99
(95% CI: 0,83-1,18)(134).
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5.4 Dane szczegotowe dotyczace rozpoznanego czerniaka ztosliwego w grupie badawczej —

omowienie

Wsrod pacjentdw z rozpoznanym czerniakiem ztosliwym skory u 14 pacjentoéw pierwotng
lokalizacja byta twarz (13,86%), u 6 klatka piersiowa (5,94%), u 10 brzuch (9,9%), u 32 plecy
(31,68%), u 15 konczyny gorne (14,85%), natomiast u 24 pacjentéw pierwotng lokalizacjg byty
konczyny dolne (23,76%). U kobiet czerniak byt najczgsciej diagnozowany na konczynach
dolnych (33,33%), natomiast u me¢zczyzn na plecach (37,14%). Najczgsciej rozpoznanym
podtypem histomorfologicznym byt czerniak szerzacy si¢ powierzchownie (67 pacjentow,
66,34%); nastepnie wywodzacy si¢ z plamy soczewicowatej (15 pacjentdéw, 14,85%), in situ (8
pacjentow, 7,92%), guzkowy (3 pacjentow, 2,97%) i akralny (2 pacjentéw, 1,98%). U 5
pacjentéw (4,95%) w badaniu histopatologicznym nie zostat okreslony podtyp czerniaka.
Uzyskane wyniki dotyczace czestosci lokalizacji oraz czesto$ci typu histomorfologicznego
czerniaka sg spdjne z ogodlnie dostepnymi danymi w literaturze, co potwierdza dobra
reprezentatywno$¢ grupy badawczej (135). U 10 pacjentow (9,9%) byly obecne przerzuty do
weztow chtonnych, natomiast u 5 (4,95%) byly one dodatkowo obecne w narzadach
wewnetrznych. U 3 pacjentéw (2,97%) wystepowat dodatni wywiad rodzinny. Jako definicje
dodatniego wywiadu rodzinnego przyjeto wystepowanie czerniaka u dwodch lub wigcej
krewnych pierwszego stopnia. Dodatni wywiad rodzinny jest jednym z bardziej znaczacych
czynnikow ryzyka wystapienia czerniaka. W zalezno$ci od przyjetej definicji, piSmiennictwo
podaje, ze okolo 5-10% przypadkow czerniakéw wystepuje w rodzinach z wrodzong
predyspozycja (20).

W przeprowadzonym badaniu nie stwierdzono istotnych réznic w medianie wieku rozpoznania
czerniaka zto§liwego skory pomiedzy pacjentami u ktorych wykryto czerniaka na twarzy i w
innej lokalizacji. Wynik ten byt jednak blisko osiagnigcia progu istotnosci (p=0,1), co mogtoby
potwierdza¢ fakt, ze czerniaki zlokalizowane w obrebie glowy i szyi sg zwykle czestsze u
pacjentow z duza przewlekta ekspozycja na stonce i wystepuja w starszym wieku niz te
zwigzane z krotka ale intensywna ekspozycja (128).

Ponadto nie stwierdzono istotnych r6znic w medianie wieku rozpoznania czerniaka zto§liwego
skéry pomiedzy pacjentami u ktorych stwierdzono przerzuty do wezidw chionnych w
porownaniu do pacjentdw bez tych przerzutow. Podobne nieistotne wyniki uzyskano pomiedzy
pacjentami u ktérych stwierdzono przerzuty do narzadéw wewnetrznych i u ktorych nie zostaty

one wykryte. Pacjenci z przerzutami do weztéw chlonnych charakteryzowali si¢ natomiast
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istotnie wyzsza mediang grubo$ci zmiany (w skali wg Breslowa), w porownaniu do pacjentow
bez przerzutow do weztow chtonnych. Podobne wyniki zaobserwowano wsrdd pacjentow z
przerzutami do narzadow wewnetrznych oraz bez przerzutow, co potwierdza, ze skala grubosci
nacieku guza wg Breslowa jest istotnym i uznanym czynnikiem prognostycznym w czerniaku
ztosliwym skory (136). W przeprowadzonych analizach nie wykazano korelacji pomigdzy
zaawansowaniem czerniaka okreslonego glebokoscia naciekania skory w milimetrach wg
Breslowa a wiekiem pacjentoéw. Brak istotnej korelacji zaobserwowano rowniez pomig¢dzy
glebokoscia naciekania skory wg skali Breslow a wiekiem pacjentdw w ktoérym zdiagnozowano
czerniaka ztosliwego skéry. Wyniki te nie sg spojne z wczesniej opublikowanymi pracami,
gdzie ciensze czerniaki zwykle obserwowano wsérod mlodszej grupy pacjentow (137). Wiek
wydaje si¢ by¢ waznym czynnikiem prognostycznym w czerniaku. Wraz z wiekiem pogarsza
si¢ przezywalnos¢ w stadiach I, II, III 1 IV. Od czasu wprowadzenia biopsji wezla
wartowniczego (SLN) w czerniaku przez Mortona D. na poczatku lat 90. wezesna identyfikacja
przerzutow do wezldw regionalnych zostata uznana za najwazniejszy czynnik prognostyczny
dla pacjentow z czerniakiem (138). Pierwotnie SLN nie byla oferowana pacjentom w wieku
powyzej 75 lat, poniewaz uznano, ze zachorowalno$¢ w tych grupach wiekowych jest zbyt
duza, zwlaszcza w $wietle braku korzysci terapeutycznych. Wraz ze wzrostem oczekiwanej
dhugosci zycia 1 doswiadczeniem wykazujagcym zdolno$¢ biopsji SLN do stratyfikowania
pacjentdow w roznych kategoriach ryzyka (co pozwala na wlaczenie do badan nad leczeniem
uzupetniajacym), wiele osrodkow oferuje obecnie biopsje SLN u pacjentéw w podesztym
wieku. Status SLN zostat opisany jako cecha prognostyczna, ale jego rola w przewidywaniu
przezycia zmienia si¢ istotnie w zaleznosci od wieku pacjenta. Wiele badan donosito wczeéniej
o paradoksie zmniejszonej dodatniosci SLN wraz z wiekiem, podczas gdy istnieje zwigkszona
$miertelnos¢ u oso6b w podesztym wieku przy tej samej grubosci Breslowa (139,140). Do dzi$
nie podano jasnego wyjasnienia biologicznego tej obserwacji. Chociaz wiadomo, ze wiek jest
waznym czynnikiem prognostycznym w czerniaku, nie zostal on wiaczony do obecnego
systemu oceny zaawansowania czerniaka, ktory zostal ostatnio zrewidowany przez American
Joint Committee on Cancer (AJCC). Powodem, dla ktorego SLN moze by¢ bardziej pozytywny
u mtodszych pacjentdw, moze by¢ fakt, ze melanocyty sa mniej starzejace si¢ i czesciej
przemieszczaja si¢ do wezta wartowniczego. Pomimo faktu, ze melanocyty sg obecne w wezle
wartowniczym, jest bardziej prawdopodobne, ze mtodszy uktad odpornosciowy bedzie bardziej
skuteczny w utrzymaniu melanocytéw w wezle wartowniczym i obroni organizm przed
dalszymi przerzutami. Odwrotnie, u starszych pacjentéw melanocyty moga z mniejszym

prawdopodobienstwem dotrze¢ do wezta wartowniczego, ale gdy to zrobia, moga nie by¢
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skutecznie kontrolowane przez lokalny uktad odpornosciowy (141). W przeprowadzonym w
2021 r. przegladzie systematycznym z metaanaliza wykazano, ze do czynnikdw ryzyka
wystapienia NSNM (ang. nonsentinel node metastases), czyli przerzutow takze do innych
weztdw chtonnych niz tylko wezet wartowniczy naleza: wiek > 50 lat, stadium 3 lub 4 T w
klasyfikacji TNM, stadium zaawansowania IV/V wedlug Clarka, obecno$¢ owrzodzenia,
naciekanie naczyn limfatycznych, typ guzkowy czerniaka oraz lokalizacja guza pierwotnego
na konczynach i tutowiu (142).
Powszechnie wiadomo, ze $miertelnos¢ z powodu czerniaka wzrasta wraz z wiekiem (143).
Chociaz mozna to przypisa¢ grubszym i owrzodzonym czerniakom u starszych pacjentow,
zauwazono, ze wiek jest niezaleznym niekorzystnym wskaznikiem prognostycznym przezycia
catkowitego (OS) (144,145). Glebokos¢ naciekania guza wg skali Breslowa zwicksza si¢ wraz
z wiekiem, a takze z czesto$cig owrzodzen, prawdopodobnie z powodu p6znej diagnozy u
starszych pacjentow. U pacjentow z czerniakiem w stadium IV wiek wptywa na przezycie,
poniewaz ma znaczenie na odpowiedz na leczenie (35). Ponadto, jest catkiem prawdopodobne,
ze z wiekiem mniej sprawny uktad odporno$ciowy prowadzi do bardziej agresywnych
nowotworow.
W niniejszym badaniu nie zaobserwowano istotnej réznicy w medianach wartosci skali
Breslow pomigdzy pacjentami plci zefiskiej i meskiej. Natomiast w przeprowadzonych
dotychczas kilku badaniach, wykazano, ze m¢zczyzni ze zdiagnozowanym czerniakiem skory
charakteryzuja si¢ gorszym rokowaniem niz kobiety, z wyzszym odsetkiem nawrotéw choroby,
progresji choroby i $miertelnosci (23). Mozliwym uzasadnieniem tych wynikéw jest fakt, ze
pacjenci plci meskiej rzadko przeprowadzaja u siebie samoobserwacj¢ zmian skornych, rzadko
wykonuja badanie dermatoskopowe znamion u dermatologéw i ostatecznie do lekarzy
zglaszaja si¢ w bardziej zaawansowanych stadiach choroby niz kobiety, jednak niniejsze
badanie nie potwierdzilo tej hipotezy.

Co wigcej mediany glebokos$ci naciekania skory przez czerniaka wg skali Breslow nie rdznity
si¢ istotnie pomigdzy pacjentami z wyzszym wyksztalceniem i1 bez niego. Wyniki te moga
sugerowac, ze wyksztalcenie nie ma znaczenia prognostycznego w czerniaku ztosliwym skory.
By¢ moze pacjenci z wyzszym wyksztalceniem sg bardziej §wiadomi ryzyka wystapienia
nowotworu skory, ale z uwagi na brak czasu czgstotliwos¢ samoobserwacji znamion oraz wizyt
u dermatologa celem badania dermatoskopowego jest porownywalna jak u pacjentdw bez
wyzszego wyksztatcenia.

W przeprowadzonym badaniu nie zaobserwowano istotnej roznicy w medianach glebokosci

naciekania skory przez czerniaka wg klasyfikacji Breslow pomig¢dzy pacjentami u ktérych
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czerniaka zdiagnozowano na twarzy i1 na pozostatych cz¢sciach ciata. Nie stwierdzono rowniez
istotnej r6znicy w medianach grubos$ci czerniaka zlokalizowanego odpowiednio na plecach,
klatce piersiowej, brzuchu, konczynach gornych , konczynach dolnych i w innej lokalizacji.
Otrzymane wyniki mogg sugerowac, ze pacjenci rzadko przeprowadzali u siebie samobadanie
znamion, a czerniaki zlosliwe skory byty zwykle rozpoznawane podczas rutynowej wizyty u
dermatologa. U pacjentéw regularnie przeprowadzajacych samobadanie znamion, zwykle
czerniaki rozwijajace w tatwo zauwazalnych lokalizacjach takich jak np. twarz czy konczyny
dolne cechujg si¢ nizszymi warto$ciami w skali Breslow (137).

Ponadto w przeprowadzonych analizach nie wykazano réznic w medianach grubosci czerniaka
pomiedzy pacjentami u ktorych zdiagnozowano czerniaka szerzacego si¢ powierzchownie a
pozostatymi typami histomorfologicznymi. Nie przeprowadzono analiz poréwnujacych
mediany glebokosci naciekania czerniaka wg Breslowa pomi¢dzy poszczegdlnymi typami
histomorfologicznymi czerniaka z uwagi na dysproporcje w liczebnosci pozostatych grup, gdyz

otrzymane wowczas wyniki bylyby niemiarodajne.

5.5 Ocena wplywu czynnikdw zewnetrznych na metylacje DNA — oméwienie

W niniejszej pracy podjeto probe identyfikacji czynnikéw zewngtrznych wywotujacych zmiany
w metylacji DNA w badanej populacji. Mozliwo$¢ badania zmian we wzorze metylacji DNA
moze pozwali¢ na opracowanie ulepszonych i spersonalizowanych narzg¢dzi stluzacych do
wykrycia czynnikéw ryzyka czerniaka jak i1 jego wczesnej diagnostyki. W dobie ,,medycyny
spersonalizowane;j” wiele uwagi po§wigca si¢ rdznym metodom, ktore zapewniaja powtarzalny
1 bezpieczniejszy wglad w rozwdj, ewolucje i heterogeniczno§¢ nowotwordéw. Nalezy
podkresli¢, ze przewaga analizy globalnej metylacji nad innymi metodami, jest mozliwos¢ jej
oznaczania za pomoc3g malo inwazyjnych metod jak rutynowe pobranie krwi. W
przeprowadzonej analizie pomig¢dzy grupami nie zaobserwowano pozycji roéznigcych sig
istotnie w $rednich poziomach metylacji. Brak wynikow istotnych statystycznie na poziomie
EWAS, z jednej strony moze wynika¢ z niewielkiej liczby analizowanych probek w
przeprowadzonym badaniu. Z drugiej strony pomig¢dzy badanymi grupami nie wykazano
licznych réznic w stylu zycia, a by¢ moze czynniki zewngtrzne rdznicujace obie grupy jak

korzystanie z solarium, czy oparzenia stoneczne nie wptywaja na metylacj¢ DNA.
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Badania naukowe dowodza o istotnym zwigzku migdzy zmianami w metylacji DNA,
a wystepowaniem réznego rodzaju schorzen. Prawdopodobnie zmiana wzoru metylacji,
wywotana czynnikiem zewng¢trznym, moze przyczynia¢ si¢ do wystapienia réoznego rodzaju
chordb, takiej jak np. choroby wiencowej serca (6,7). Globalna hipometylacja DNA komorek
krwi obwodowej jest zwigzana réwniez ze zwigkszonym ryzykiem wystgpienia nowotworow,
w tym nowotworow glowy 1 szyi, zotadka, watroby, pecherza moczowego, okreznicy i
odbytnicy, piersi (7,146—151). W literaturze istnieje bardzo mata liczba podobnych badan
przeprowadzonych u pacjentéw z czerniakiem zto§liwym skory (152—154). Zmiany w metylacji
DNA w komodrkach krwi obwodowej niekoniecznie musza odzwierciedla¢é zmiany
epigenetyczne obecne w samym guzie. Globalna hipometylacja DNA leukocytow wydaje si¢
by¢ istotna w inicjacji i progresji czerniaka. Odzwierciedla ona 0gdlng niestabilno$¢ genomu
pacjenta poprzez demetylacje transpozondéw i powtdrzen pericentromerycznych, jak rowniez
aktywacje specyficznych onkogendéw, co moze predysponowaé¢ do rozwoju nowotworu
(146,155).

Rola globalnej metylacji DNA jest szczego6lnie interesujaca w przypadku czerniaka, poniewaz
zalezy ona od stylu zycia i czynnikow $rodowiskowych, ktére moga modyfikowaé ryzyko
rozwoju tego nowotworu (156). Dieta i spozywanie réznych sktadnikéw odzywczych jest
istotnym czynnikiem $rodowiskowym, ktory wptywa na metylacj¢ DNA poprzez bezposrednie
hamowanie enzymow katalizujagcych metylacjc DNA lub zmiang dost¢pnosci substratow
wymaganych do tych reakcji enzymatycznych, takich jak dostgpnos$¢ i wykorzystanie grup
metylowych (157). Istniejag dowody na to, Ze rdwniez ekspozycja na dym tytoniowy czy stres
psychospoleczny sg zwigzane ze zmianami w metylacji DNA w okre$lonych miejscach w
calym genomie (158,159). Globalna hipometylacja DNA wzrasta wraz z ekspozycja na
promieniowanie ultrafioletowe (160). Juz w 2003r. Mittal i in. (2003) zasugerowali, ze
ekspozycja na UV moze wywota¢ globalng hipometylacje w skoérze myszy (161). Nair-
Shalliker i1 in. (2014) stwierdzili, Zze ekspozycja na promieniowanie UV moze zmniejszacé
metylacje DNA w ludzkich limfocytach (160). Jak dotad tylko w trzech badaniach zbadano
zwigzek migdzy globalng metylacja DNA a ryzykiem czerniaka zto§liwego skory (152—-154).
W dwoch z nich zaobserwowano istotny zwigzek hipometylacji z ryzykiem czerniaka
(153,154), natomiast w trzecim podobnie jak w niniejszym badaniu nie zaobserwowano
podobnej zaleznosci (152). Ta niespdjnos¢ uzasadnia konieczno$¢ przeprowadzenia kolejnych
badan na wigkszej grupie pacjentow celem dalszego wyjasnienia tej kwestii.

W literaturze istnieja doniesienia na temat nieprawidlowo zmetylowanych genow

odgrywajacych role w kontroli cyklu komdrkowego, apoptozie i inwazji komorek, jak rowniez
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w progresji czerniaka. Ograniczona hipermetylacja na wyspach CpG 1 globalna hipometylacja
to epigenetyczne cechy charakterystyczne komorek czerniaka (162). Inicjacja i progresja
czerniaka sg zwigzane z utratg genéw supresorowych guza i aktywacja onkogenow (155). Wiele
genow supresorowych jest nieprawidtowo regulowanych poprzez inaktywacj¢ spowodowang
specyficzng metylacjag w regionie promotora. Wydaje si¢, ze geny te biorg udzial w réznych
szlakach sygnatowych, ktore czgsto ulegaja modyfikacjom podczas rozwoju i ewolucji
czerniaka. Szlaki te obejmuja MAPK, PI3K, RBI 1 szlaki biatkkowe p53. Moga one dziata¢
synergistycznie lub niezaleznie, kontrolujac wzrost i apoptoze, a ich przedtuzona i
niekontrolowana aktywacja jest zwigzana z proliferacja, inwazja i przerzutami (155,163).
Zaobserwowano, ze stopniowy wzrost hipermetylacji DNA wzrasta rownolegle z
agresywnos$cia nowotworu i jest znany jako fenotyp metylatora wyspy CpG (CIMP).
Sugerowano, ze geny zaangazowane w ten narastajacy wzorzec hipermetylacji tworza CIMP
czerniaka (164). W naszym badaniu nie zaobserwowano istotnych réznic w metylacji pomi¢dzy
grupa badawcza a kontrolna, gdyz pod katem epigenetycznym nie byty analizowane komorki
guza, a DNA leukocytéw w krwi pacjentow.

Dyskutujac o metylacji DNA, nalezy wspomnie¢ o mozliwosciach jakie moze nie$¢ ze soba
tzw. biopsja ptynna, ktdra odnosi si¢ do badania ptynéw ustrojowych (tj. krwi, moczu i $liny).
W ostatniej dekadzie pojawita si¢ ona jako nowy biomarker o znaczacym zastosowaniu w
badaniach, ze wzgledu na jej zdolno$¢ do dostarczania porownywalnych (lub bardziej
szczegdlowych) informacji niz konwencjonalna biopsja tkanki, ale uzyskiwanych za pomoca
mniej inwazyjnych metod (165). Podobnie jak wszystkie krazace komorki nowotworowe, takze
komorki czerniaka sg uwalniane do krwioobiegu przez guz pierwotny i/lub przerzuty. Analiza
krazacych we krwi komorek guza (ang. Circulating tumor cells, CTCs), analiza metylacji
wolnych od komorek krazacych kwasdéw nukleinowych (cell-free circulating nucleic acids,
cfDNA 1 cfRNA) oraz pecherzykéw pozakomoérkowych (extracellular vesicles, EVs)
dostgpnych za pomoca matoinwazyjnej procedury jak pobieranie krwi moze otworzy¢ nowe
mozliwo$ci diagnostyki nowotworu, poprawiajac ocen¢ ryzyka, monitorowanie skuteczno$ci
terapeutycznej w czasie rzeczywistym, wczesne wykrywanie nawrotu i monitorowanie
ewolucji guza. Biopsja ptynna moze stanowi¢ doskonate uzupetlienie analizy globalnej
metylacji DNA obwodowych komorek krwi pacjentow i badania metylacji komorek samego
guza wymagajacych bardziej inwazyjnych procedur. Poniewaz czerniak skory charakteryzuje
si¢ skrajng heterogenicznoscia i licznymi mutacjami, wezesne wykrycie zmian zwigzanych z
nowotworem, takich jak rearanzacje chromosomalne, zmienno$¢ liczby kopii lub mutacje w

onkogenach i1 genach supresorowych nowotworow, jest kluczowe przy wyborze i dobraniu
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terapii celowanej jak i monitorowaniu leczenia. Kwestia ,,ptynnej biopsji” wydaje si¢ by¢ zatem

bardzo interesujacym kierunkiem dalszych badan naukowych nad czerniakiem.

5.6 Ocena wieku biologicznego badanej populacji - omoéwienie

Starzenie si¢ reprezentuje nagromadzenie zmian w ludzkim organizmie w czasie, obejmujace
zmiany zaréwno zewnetrzne jak 1 wewngtrzne (166). Starzenie si¢ jest jednym z
najwazniejszych znanych czynnikow ryzyka wigkszo$ci chordb cztowieka i1 jednym z
najistotniejszych czynnikow ryzyka nowotworu. Jak w przypadku wszystkich rodzajow
nowotworow, rowniez czesto§¢ wystepowania czerniaka wzrasta wraz z wiekiem. Wydaje si¢
jednak, ze zwigzek migdzy starzeniem si¢ a czerniakiem jest ztoZony.

W warunkach klinicznych oczywiste jest, Ze pacjenci z czerniakiem czg¢sto wydaja si¢ mtodsi
badz starsi niz ich wiek metrykalny i prawdopodobnie okreslenie rozbieznosci migdzy wiekiem
chronologicznym a wiekiem biologicznym moze pomoc latwiej okresli¢ ryzyko wystapienia
czerniaka, a takze wyjasni¢ réznice w odpowiedziach na leczenie. Fizyczne zmiany w skorze
naleza do najbardziej widocznych oznak starzenia. Jak juz wcze$niej wspomniano w badanej
populacji wykazano, ze grupa pacjentow ze zdiagnozowanym czerniakiem zio$liwym skory
charakteryzowata si¢ bardziej nasilonym starzeniem i fotostarzeniem si¢ skory, w poréwnaniu
do pacjentéw zdrowych.

Liczba znamion jest kolejnym wiarygodnym fenotypowym markerem starzenia, a takze jednym
z gtownych czynnikdéw ryzyka czerniaka. Znamiona zwykle ulegaja inwolucji po czwartej
dekadzie zycia w populacjach rasy kaukaskiej 1 sa rzadkie u oséb starszych. Ten proces jest
prawdopodobnie czg¢§ciowo uwarunkowany genetycznie. Tempo, w jakim znamiona zanikaja
wraz z wiekiem, jest bardzo zroznicowane, a niektoérzy pacjenci nadal maja duza liczbe
znamion w p6znym $rednim wieku. Osoby, ktére utrzymuja wysoka liczbg znamion po 50. roku
zycia, s bardziej narazone na czerniaka, poniewaz ich zmiany nie starzejg si¢. Sugeruje to, ze
opdznione starzenie si¢ w uktadzie melanocytowym moze by¢ dobrym predyktorem ryzyka
czerniaka. Istnieje pytanie, czy opdznione starzenie w uktadzie melanocytowym koreluje z
opdznionym wiekiem biologicznym.

Szybko$¢ biologicznego starzenia si¢ ludzi jest bardzo zréznicowana i mozna to czgSciowo

oszacowaé, oceniajac kurczenie si¢ telomerow wraz z wiekiem. Powtarzajace si¢ cykle
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komorkowe ostatecznie prowadza do krytycznego skrécenia dlugosci telomerow, co
sygnalizuje starzenie si¢ komorki, aby wywota¢ apoptoze (167). Dhuzsze telomery powigzano
z wigksza liczbg znamion 1 ryzykiem czerniaka, a geny wptywajace na dtugos$¢ telomerow
(m.in. takich jak TERT i POT) powigzano z ryzykiem czerniaka w badaniach asocjacyjnych
catego genomu (GWAS) (53,57). Sugeruje to, ze opoOznione starzenie w ukladzie
melanocytowym koreluje z wiekiem biologicznym, a osoby z duza liczbg znamion moga
charakteryzowac¢ si¢ opdznionym starzeniem si¢ i zwigkszong dtugoscia zycia (168,169). Juz
w 2011 roku badania kliniczno-kontrolne potwierdzily te wyniki w przypadku czerniaka
ztosliwego skory (170,171).

Co ciekawe, podczas gdy liczba znamion jest silnym czynnikiem ryzyka czerniaka, wysoka
liczba znamion z kolei wigze si¢ z poprawa przezycia, by¢ moze zwigzang z opdznionym
starzeniem si¢ biologicznym pacjentow. Przypadki czerniaka z duza liczbg znamion wykazaty
zmniejszenie 0 57% $miertelnosci dla czerniaka (HR = 0,43, 95% CI 0,21-0,89) (172). Ponadto
kilka polimorfizméw pojedynczego nukleotydu (SNP) wptywa na dlugo$¢ telomerow, a wiele
z tych SNP jest powigzanych z ryzykiem czerniaka, co potwierdza rol¢ starzenia si¢ w
czerniaku (173).

W ostatnim czasie zidentyfikowano wiele innych obiecujacych biomarkerow wieku
biologicznego, w tym estymatory wieku biologicznego oparte na metylacji DNA,
transkryptomice, proteomice, metabolomice i ztozonych panelach biomarkerow (82). W wielu
badaniach wykazano, ze predyktory wieku biologicznego oparte na metylacji DNA (DNAm)
w zakresie okre§lonych loci, zwane zegarami epigenetycznymi najlepiej sprawdzaja si¢ jako
kalkulatory wieku biologicznego (5,81). Dotychczas nie opublikowano zadnej pracy, ktorej
celem byla ocena wieku biologicznego opartego na metylacji DNA u pacjentéw ze
zdiagnozowanym czerniakiem zto§liwym skory. Kwestia ta wydaje si¢ by¢ niezwykle
interesujaca, gdyz z jednej strony jak opisano powyzej sugeruje si¢, Ze opoznione starzenie w
uktadzie melanocytowym koreluje z wiekiem biologicznym, a osoby z duzg liczbg znamion
mogg charakteryzowac si¢ opdznionym starzeniem si¢ i zwigkszong dlugoscia zycia zwigzang
zm.in. dluzszg dtugos$cia telomerdéw. Z drugiej strony pacjenci z czerniakiem moga wykazywacé
si¢ przys$pieszonym starzeniem si¢ wynikajacym z ekspozycji na czynniki $§rodowiskowe,
zwigkszajacych ryzyko rozwoju czerniaka ztosliwego.

W przeprowadzonym badaniu nie zaobserwowano istotnych roéznic w $rednich wieku
epigenetycznego oszacowanego za pomoca wszystkich rodzajéow zegaréow biologicznych i w
zakresie parametrow przyspieszenia wieku pomigdzy grupa badawcza i1 kontrolng. Wyniki

niniejszego badania sugeruja zatem, ze proces starzenia si¢ skory nie koreluje z wiekiem
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epigenetycznym. Obserwacja ta moze roéwniez posrednio sugerowaé, ze wyksztalcenie,
korzystanie z solarium oraz epizody oparzen slonecznych, czyli cechy roznicujace grupe
badawcza i1 kontrolng nie wptywaja na wiek epigenetyczny.

Analize wieku epigenetycznego przeprowadzono rowniez pomig¢dzy wyselekcjonowanymi
podgrupami sposrdd pacjentéw z rozpoznanym czerniakiem zlosliwym.

Grupe pacjentéw z czerniakiem podzielono na dwie grupy, tj. na grup¢ pacjentow przewlekle
eksponowanej na stonce, do ktorej nalezeli pacjenci z czerniakiem zlokalizowanym na twarzy
(lokalizacji najcze$ciej wystawianej na promieniowanie UV) 1 pacjentdow z intensywna,
okresowg ekspozycja na stonce, u ktérych czerniak byt zlokalizowany na pozostaltych czgsciach
ciata. W przeprowadzonym badaniu zaobserwowano, ze pacjenci z czerniakiem
zlokalizowanym na skorze twarzy charakteryzowali si¢ istotnie wyzsza $rednig warto$ci
parametru DNAmTL (tj. dlugos$cia telomeréw oszacowanej na podstawie metylacji DNA) w
poréwnaniu do pacjentow u ktorych czerniak zostal zdiagnozowany w innych lokalizacjach.
Wiek epigenetyczny oznaczony za pomocg innych zegaro6w biologicznych nie roznit si¢ istotnie
pomiedzy tymi dwoma podgrupami. Nalezy podkresli¢, ze czerniak zlokalizowany na twarzy
zazwyczaj jest diagnozowany >55 r.z., histologicznie zazwyczaj opisywany jest jako czerniak
wywodzacy si¢ z plamy soczewicowatej, a dodatkowo u tych pacjentow obserwuje si¢ z reguly
wigksza liczb¢ znamion wynikajaca z przewleklej ekspozycji na stonce napgdzajacej
proliferacje melanocytéw w skorze. Uzyskane wyniki w niniejszym badaniu sg zatem spdjne z
wczesniej opublikowanymi pracami, w ktorych dtuzsze telomery powigzano z czerniakiem i
wiekszg liczbg znamion (53,57). W przeprowadzonym badaniu zaobserwowano ponadto, iz
pacjenci ze zdiagnozowanym czerniakiem wywodzacym si¢ z plamy soczewicowatej
charakteryzowali si¢ istotnie wyzszg $rednia DNAmTL w pordéwnaniu z czerniakiem
szerzacym si¢ powierzchownie. Wg najnowszej klasyfikacji WHO czerniaki skory podzielono
na dwie grupy. Pierwsza z nich spowodowana jest nasilonym uszkodzeniem skory, ktore
wynika ze skumulowanej duzej dawki promieniowania stonecznego i nalezy do niej czerniak
wywodzacy si¢ z plamy soczewicowatej. Do drugiej grupy naleza czerniaki spowodowane
malym uszkodzeniem skory, ktéra wynikala z malej lub okresowej ekspozycji na
promieniowanie ultrafioletowe, a klasycznym przykladem takiego czerniaka jest czerniak
szerzacy si¢ powierzchownie. Oba powyzej wspomniane wyniki sugeruja posrednio, ze
przewlekta ekspozycja na §wiatlo stoneczne wptywa na wydtuzanie telomerow. W dotychczas
przeprowadzonych badaniach, skracanie si¢ telomeréw powigzano z chorobami zaleznymi od

wieku. Zaobserwowane wyniki mogg zatem oznacza¢, ze promieniowanie UV nie jest istotnym
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czynnikiem ryzyka innych chordb czy nowotworow, ktérych czestos¢ wystgpowania wzrasta
wraz z wiekiem, a wregez przeciwnie moze mie¢ dziatanie profilaktyczne (100).

Dostepne w literaturze dotychczas przeprowadzone badania réwniez wskazywaty ochronng
role przewlektej ekspozycji na stonce przed zachorowaniem na choroby sercowo-naczyniowe
czy nowotwory. Role t¢ wigzano z synteza witaminy D pod wptywem ekspozycji na UV
dziatajagcej protekcyjnie na onkogeneze, jak 1 rdwniez mobilizacja tlenku azotu przez
promieniowanie UVA z zapaséw azotanéw w skorze, i wynikajagcym z tego obnizeniem
cisnienia krwi (174,175) .

Po podziale populacji badanej uwzgledniajacego zaawansowanie guza, w niniejszej analizie
zaobserwowano nizsze warto$ci parametru tempa starzenia si¢ POAm w grupie z czerniakiem
inwazyjnym w poréwnaniu z grupa kontrolng. PoAm szacuje, jak szybko nast¢puje starzenie
si¢ w latach poprzedzajacych czas pomiaru. Zamiast zegara, ktory rejestruje, ile czasu mingto,
PoAm dziata jako predkosciomierz rejestrujacy, jak szybko dany osobnik si¢ starzeje. Pomiary
szybkos$ci starzenia sa potrzebne jako zastgpcze punkty koncowe celem zapobiegania
chorobom poprzez spowolnienie starzenia biologicznego. Uzyskane wyniki w niniejszym
badaniu, moga stanowi¢ kolejne potwierdzenie hipotezy o spowolnionym starzeniu si¢
pacjentéw z czerniakiem. Wyniki te ponadto sugeruja, ze pacjenci z czerniakiem zto§liwym
skory maja mniejsze ryzyko zachorowania na choroby zwigzane z wiekiem, jak choroby ukladu
krazenia czy nowotwor jelita grubego. U tych pacjentéw dlugowieczno$¢ moze zatem byc¢
kompromisem dla zwigkszonego ryzyka czerniaka, poniewaz wielu pacjentow z czerniakiem
przezywa swoja chorobg. Ponadto obserwacje te sa spdjne z wezesniej uzyskanymi wynikami
w niniejszej dysertacji, wskazujagcymi ze czynniki Srodowiskowe na ktore pacjenci z
czerniakiem byli i s3 eksponowani nie wptywaja na przyspieszone tempo starzenia.

Po podziale grupy badawczej uwzgledniajacej typ histomorfologiczny czerniaka, pomimo
malej liczebnosci podgrup i w zwigzku z tym mozliwo$ci powstania niemiarodajnych wynikow
postanowiono je przedstawi¢ i omowi¢ w niniejszej dysertacji, poniewaz wydaja si¢ one by¢
intrygujace. W przeprowadzonym badaniu zaobserwowano, iz pacjenci z czerniakiem
akralnym charakteryzowali si¢ istotnie wyzszym spowolnieniem tempa starzenia okre§lonego
za pomocg parametru GrimAgeAccel w poréwnaniu do pacjentéw z czerniakiem wywodzacym
si¢ z plamy soczewicowatej, czerniakiem guzkowym, a takze czerniakiem in situ. Nalezy
wspomnie¢, ze rozwdj czerniaka akralnego pozostaje bez zwiazku z narazeniem na
promieniowanie UV(18). Jest to najczgstszy typ czerniaka wsrdd osdb o ciemnej karnacji
(powyzej 4 stopnia wg skali Fitzpatricka), w ktorej wysoki poziom melaniny jest istotnym

czynnikiem ochronnym przed promieniowaniem stonecznym, co potwierdza fakt, iz pacjenci
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Ci nigdy nie doznaja oparzen slonecznych. Wyniki te moga sugerowaé, ze ekspozycja na
$wiatlo stoneczne moze przyspiesza¢é wiek biologiczny pacjentdw, co jest sprzeczne z
wynikami uzyskanymi w przypadku analizy DNAmMTL w niniejszym badaniu.

Ponadto po podziale populacji grupy badawczej na podgrupy uwzgledniajace lokalizacj¢ guza,
w przeprowadzonym badaniu zaobserwowano, iz pacjenci ze zdiagnozowanym czerniakiem
zto$liwym skory na klatce piersiowej charakteryzowali si¢ istotnie wyzszym spowolnieniem
tempa starzenia okreslonego za pomocg parametru GrimAgeAccel w pordwnaniu do pacjentow
u ktorych czerniaka rozpoznano odpowiednio na plecach, brzuchu oraz konczynach gérnych.
Klatka piersiowa, sposrod innych wymienionych lokalizacji wydaje si¢ by¢ najmniej
eksponowana na promieniowanie UV. Wyniki te, podobnie jak w przypadku analizy wieku
biologicznego czerniaka akralnego i innych typow histomorfologicznych moga sugerowac, ze
ekspozycja na §wiatlo stoneczne moze przyspiesza¢ wiek biologiczny pacjentow. Niespdjnosé
obserwacji dotyczacej GrimAgeAccel i1 czerniaka akralnego z wynikami uzyskanymi w
przypadku analizy DNAmMTL w niniejszym badaniu, mozna tlumaczy¢ niemiarodajnym
wynikiem zwigzanym z niska liczebno$cia podgrupy pacjentdow ze zdiagnozowanym
czerniakiem akralnym. DNAmMTL jak 1 GrimAgeAccel dobrze koreluja z wiekiem
biologicznym, co skutkuje, iz oba parametry sa dobrymi predyktorami dlugosci zycia a takze
wystepowania chordb zwigzanych z wiekiem. Zaobserwowany wynik u pacjentdw z
czerniakiem zlokalizowanym na klatce piersiowej moze jednak potwierdza¢ wiarygodno$¢
obserwacji, 1z $wiatlo stoneczne przys$piesza wiek biologiczny pacjentow, co jest spojne z
wczesniej opublikowanymi pracami (160,161). Obserwacja ta, moze wigzac¢ ze soba powazne
implikacje kliniczne, twierdzace Zze promieniowanie ultrafioletowe moze by¢ jednak istotnym
czynnikiem zwiekszajacym wystepowanie chordb zwigzanych z wiekiem, jak np. choroby
uktadu krazenia czy nowotwor prostaty. Czgstsze wystepowanie nowotworu prostaty w
populacji z czerniakiem moze dodatkowo potwierdzac t¢ zaleznos¢ (132). By¢ moze na wartos¢
parametru DNAmMTL u pacjentéw wplywaja takze inne czynniki, np. genetyczne, ktore moga
zaburza¢ ostateczny wynik. Zapewne niezbedne jest przeprowadzenie kolejnych badan na
wigkszej grupie pacjentow, weryfikujacych i wyjasniajacych niejednoznacznos$¢ uzyskanych
wynikow.

Co wigcej, u pacjentow ze zdiagnozowanym czerniakiem guzkowym stwierdzono istotnie
wyzszy parametr $redniej EEAA w pordwnaniu do pacjentéw ze zdiagnozowanym czerniakiem
wywodzacym si¢ z plamy soczewicowatej. Obserwacja ta, moze odzwierciedla¢ réznice w
rokowaniu tych pacjentow. Powszechnie wiadomo, ze czerniak guzkowy charakteryzuje si¢

najgorszym rokowaniem spos$rod wszystkich czerniakow, z uwagi na szybki wzrost, brak fazy
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wzrostu radialnego, 1 szybkie przerzuty. Z drugiej strony czerniak wywodzacy si¢ z plamy
soczewicowatej, charakteryzuje si¢ powolnym wzrostem, poczatkowo o typie radialnym, i
rzadko daje przerzuty. Wyzszy parametr EEAA, ktory jest miarg starzenia si¢ uktadu
odpornosciowego, moze przyczynia¢ si¢ do zwickszonego ryzyka przerzutdéw narzadow
wewngtrznych w przypadku czerniaka guzkowego, gdyz u pacjentéw ze starszym biologicznie
systemem immunologicznym komoérki nowotworowe po dotarciu do wezta wartownika moga
nie by¢ skutecznie kontrolowane przez lokalny uktad odporno$ciowy, przez co organizm nie

jest chroniony przed dalszymi przerzutami (141).

5.7 Ogdlnogenomowa analiza zmiennosci SNP badanej populacji — omowienie

W niniejszym badaniu nie zidentyfikowano Zzadnego nowego istotnego SNP zwigzanego z
czerniakiem zto§liwym skory. Uzyskane nieistotne wyniki mogg by¢ spowodowane zbyt mala
liczebnoscig badanej populacji. Czgsto$¢ wystgpowania konkretnego SNP jest niewielka, zatem
prawidtowe badanie GWAS jest badaniem epidemiologicznym, ktére powinno by¢
przeprowadzane na tysigcach osob. Nalezy podkresli¢, ze uzyskanie wiarygodnych wynikéw
badania asocjacyjnego wymaga takze odpowiedniej skomplikowanej analizy statystyczne;j.
Celem zapewnienia miarodajnych wynikdéw stosuje si¢ niskie progi istotnosci statystycznej
(zazwyczaj p<1*107%). Po obnizeniu progu istotnosci (do p<5*10-4) w przeprowadzonej
analizie odnotowano asocjacje¢ juz dla az 23426 pozycji SNP.

Co wigcej, analiza danych literaturowych wykazala, Ze liczba znanych pozycji SNP
zasocjowanych z czerniakiem w populacji europejskiej wynosi 68 (95). Przeprowadzone w
ramach niniejszej pracy analizy wykazaly, ze badana populacja polskich pacjentow z
czerniakiem zlo$liwym skory charakteryzowata si¢ istotng (p<0.05) predyspozycja genetyczng
do jego rozwoju w zakresie wszystkich dotychczas odkrytych markerow SNP
charakterystycznych dla czerniaka w populacji europejskie;j.

Praktyczne zastosowanie SNP jest szczegélnie przydatne w jednostkach chorobowych
dziedziczonych wielogenowo, jak np. w czerniaku, i niewatpliwie moze dostarczy¢ duzg ilos$¢
kluczowych informacji w procesie diagnostyczno-terapeutycznym tego nowotworu skory.
Analiza SNP u pacjentéw umozliwia przede wszystkim okreslenie predyspozycji genetycznej
do wystgpienia czerniaka. Badania przeprowadzone na licznej populacji z czerniakiem

wykazaly, Zze analiza SNP u pacjentow moze pozwoli¢ na prognozowanie dalszego rozwoju
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choroby, pomoc w doborze optymalnej terapii, jak i réwniez monitorowanie odpowiedzi na

terapi¢ 1 badanie metabolizmu lekow.

5.8 Mocne i stabe strony badania.

Niewatpliwie mocng strong przeprowadzonego badania, bylo bardzo skrupulatne zbieranie
danych. Dane demograficzne oraz odnos$nie stylu zycia pacjentéw byly zbierane za pomoca
kwestionariusza wywiadu, co zapewnilo kompletno$¢ zebranych danych. Co wigcej, za
rekrutacj¢ calo$ci badanej populacji byta odpowiedzialna jedna osoba. Miato to szczegdlne
znaczenie w czesci kwestionariusza, gdzie zbierajacy dane musiat samodzielnie ocenié, np.
starzenie si¢ skory czy tez wzrost pacjentéw, gdyz ujednolicito to mozliwy btad systematyczny.
Kolejng mocng strong badania byta bardzo doktadnie dobrana dla grupy badawczej pod
wzgledem pici oraz wieku grupa kontrolna. Co wigcej wszyscy pacjenci do grupy badawczej
byli rekrutowani jako kolejno zglaszajacy si¢ do Poradni Dermatologicznej pacjenci z
rozpoznanym obecnie badz w przeszio$ci czerniakiem ztosliwym skéry, co zapewnito
losowos$¢ przypadkow i1 dobra reprezentatywnos¢ grupy badawczej.

Do stabych stron przeprowadzonego badania nalezy wymieni¢ ograniczong, m.in. ze wzgledow
finansowych liczb¢ uczestnikow badania. Kolejnym slabym punktem badania jest fakt, ze
czesto u rekrutowanych pacjentow do grupy badawczej czerniaka ztosliwego skory rozpoznano
kilka lat wczes$niej, 1 od tej pory mogli oni zmieni¢ swdj styl zycia, co moglo mie¢ wptyw na
metylacje DNA i zaburzenie wynikow. Ponadto biorac pod uwage, ze rekrutacje oraz
kwestionariusz wywiadu uzupetniat lekarz pracujacy w poradni dermatologicznej i w pewnych
przypadkach znany przez rekrutowanych pacjentéw, z uwagi na brak anonimowos$ci czgs§¢
pacjentdéw mogta np. zatai¢ pewne fakty zwigzane ze swoim stylem zycia. Do stabych stron
mozna rowniez zaliczy¢, iz czg$¢ pacjentdw z grupy kontrolnej byta pod kontrola Poradni
Dermatologicznej, co moglto zaburzy¢ reprezentatywnos¢ grupy. Ponadto, jak juz wczesniej
wspomniano w kwestionariuszu nie uwzgledniono pytania o ogoélne przewlekle narazenie na
promieniowanie stoneczne niezaleznie od pracy; mogloby to wyodrgbni¢ dwie grupy w
populacji z czerniakiem zlosliwym skory: jedna chronicznie narazong na promieniowanie
ultrafioletowe, oraz druga charakteryzujaca si¢ sporadyczng, ale intensywna ekspozycja na

$wiatto stoneczne i pozwoli¢ na przeprowadzenie dodatkowych analiz.
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5.9. Podsumowanie

Patogeneza czerniaka jest skomplikowana oraz wieloczynnikowa. Dzigki sekwencjonowaniu
nowej generacji i analizie duzych zbioréw danych, poziom wiedzy na temat onkogenezy
czerniaka jest dynamiczny i wcigz ulega rozwojowi. W ostatnich latach opisano szereg gendéw
zwigzanych z czerniakiem. Potrzebne jednak sa dalsze badania epidemiologiczne, kliniczne,
epigenetyczne i genetyczne, aby w petni zrozumie¢ sposob dziedziczenia, role czynnikow
srodowiskowych w penetracji genéw oraz znaczenie tych gendw w rokowaniu pacjenta.
Dotychczas zaobserwowane i omdwione w niniejszej pracy wyniki z dziedziny epigenetyki i
genetyki wydaja si¢ mie¢ bardzo praktyczne i interdyscyplinarne implikacje kliniczne
wplywajace na poprawe rokowania pacjentdw z czerniakiem ztosliwym skory.

Z kolei niezwykle dynamiczny rozwdj biologii molekularnej pozwala wierzy¢, Ze cena
oznaczen testow genetycznych i epigenetycznych bedzie stopniowo spadaé, a standaryzacja
protokotow analizy sprawi, ze badania te beda mogty by¢ wykonywane przez kazdego analityka

medycznego, 1 stang si¢ one rutyng w codziennej praktyce lekarskiej.
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6. Najwazniejsze wyniki i wnioski.

W niniejszej dysertacji doktorskiej podjeto probe wytlumaczenia patogenezy czerniaka
ztosliwego skory, kompleksowo obejmujac ocene wplywu czynnikéw Srodowiskowych,
epigenetycznych 1 genetycznych na rozwoj czerniaka. Ponadto, wedlug mojej najlepszej
wiedzy, jest to pierwsze w historii badanie, w ktérym zostal oceniony wiek epigenetyczny
pacjentdw z rozpoznanym czerniakiem skory. Jednoczesnie stanowi jedno z nielicznych badan,
w ktorym przeprowadzono szeroka analiz¢ czynnikow zewnetrznych wywotujacych zmiany w

metylacji DNA u pacjentdw z rozpoznanym czerniakiem zto§liwym skory.

Podsumowujac uzyskane wyniki wskazuja, ze:

1. Ryzyko rozwoju czerniaka zlo§liwego zwigkszatlo korzystanie z solarium, a takze
przynajmniej jeden epizod oparzenia stonecznego w zyciu, co jest spdjne z ogdlnodostepna
wiedza medyczng. Brak wyzszego wyksztalcenia rowniez byto czynnikiem ryzyka wystapienia
czerniaka ztosliwego skory, co mozna thumaczy¢, ze osoby z nizszym poziomem wyksztatcenia
sa mniej Swiadome ryzyka zachorowania na czerniaka, a takze mniej wyedukowane odnosnie

czynnikow ryzyka nowotworow skory, jak 1 metod ich zapobiegania.

2. Nie istnieje bezposrednia korelacja migdzy danymi metylacyjnymi, czynnikami
srodowiskowymi a wystapieniem czerniaka ztosliwego skory. Sugeruje to, ze czynniki
zewngtrzne rdéznicujgce obie grupy i wptywajace na rozwdj czerniaka ztosliwego skory takie
jak korzystanie z solarium oraz oparzenia stoneczne nie wplywaja na metylacje DNA. Wydaje
si¢ zatem, ze analiza globalnej metylacji DNA nie jest dobrym narzedziem shuzacym do

wykrycia czynnikow ryzyka czerniaka jak i jego wczesnej diagnostyki.

3. Badana populacja polskich pacjentéw z czerniakiem ztosliwym skory charakteryzowala si¢
istotng predyspozycja genetyczng do jego rozwoju w zakresie wszystkich dotychczas odkrytych
markeréw SNP charakterystycznych dla czerniaka w populacji europejskiej. Uzyskane wyniki
moga by¢ praktyczng rekomendacja do oznaczania SNP w okre§laniu predyspozycji

genetycznej do wystapienia czerniaka u pacjentdw z grupy ryzyka.

4. Pacjenci z rozpoznanym czerniakiem inwazyjnym charakteryzowali si¢ wolniejszym

tempem epigenetycznego starzenia niz pacjenci bez rozpoznanego czerniaka zlosliwego skory.
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Wydaje si¢, ze czerniak zlo$liwy skory nie towarzyszy przys$pieszonemu starzeniu si¢
organizmu, w przeciwienstwie do pacjentdOw z rozpoznanymi innymi typami nowotworow, u
ktorych jak wykazano w innych badaniach obserwowano przy$pieszony wiek biologiczny.
Jednym z najwazniejszych czynnikow ryzyka czerniaka jest duza liczba znamion, szczegdlnie
po 50. roku zycia, ktéora wynika z op6znionego starzenia si¢ w uktadzie melanocytowym.
Uzyskane w niniejszym badaniu wyniki sugeruja, ze opdznione starzenie w uktadzie
melanocytowym u pacjentdow z rozpoznanym czerniakiem zlo$liwym skory koreluje z
obserwowanym u nich opdznionym starzeniem si¢ organizmu. Wolniejsze tempo
biologicznego starzenia si¢ moze sprawiac, ze pacjenci z czerniakiem zto§liwym skory maja
mniejsze ryzyko zachorowania na choroby zwigzane z wiekiem, takie jak np. choroby uktadu

krazenia czy nowotwor jelita grubego ale wymaga to szerszych badan.

5. Pacjenci z czerniakiem zlokalizowanym na skorze twarzy charakteryzowali si¢ dtuzszymi
telomerami oszacowanymi na podstawie metylacji DNA w pordwnaniu do pacjentéw u ktdrych
czerniak zostat zdiagnozowany w lokalizacjach mniej nastonecznionych. Podobna zalezno$¢
wykazano pomigdzy czerniakiem wywodzacym si¢ z plamy soczewicowatej a szerzacym si¢
powierzchownie. Wydaje si¢, ze przewlekta ekspozycja na $wiatlo UV spowalnia proces
starzenia si¢ epigenetycznego, zatem nie jest czynnikiem ryzyka chorob zwigzanych z wiekiem,
a wrecz moze mie¢ dzialanie ochronne co mozna powigza¢ z syntezg witaminy D podczas

ekspozycji na §wiatlo UV.

6. Pacjenci z rozpoznanym czerniakiem zlosliwym charakteryzowali si¢ bardziej nasilonym
starzeniem i fotostarzeniem skory twarzy wg skali Glogau w porownaniu do grupy kontrolnej,
co sugeruje istotny wplyw promieniowania stonecznego na starzenie si¢ skory. Majac na
uwadze catoksztalt uzyskanych wynikow, mozna wnioskowaé, Ze starzenie si¢ skory nie
koreluje z wiekiem epigenetycznym, zatem wyglad zewngtrzny nie jest dobrym predyktorem

wystepowania chorob zwigzanych z wiekiem.
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7. Streszczenie pracy

Wstep.

Nowotwory skory sa jednymi z najczeséciej spotykanych nowotwordéw, a sposrdd nich
najbardziej agresywnym typem jest czerniak zlosliwy. Ze wzglgdu na szybkie tempo wzrostu,
dynamiczny rozwdj i czeste przerzuty czerniak zto§liwy jest najtrudniejszy w leczeniu 1 w
zwigzku z tym charakteryzuje si¢ najgorszym rokowaniem oraz najwigksza smiertelnoscig. Wg
najnowszych danych epidemiologicznych liczba zachorowan na czerniaka gwattownie ro$nie
w zatrwazajaco szybszym tempie w pordwnaniu z jakimkolwiek innym rodzajem nowotworu.
Przyczyny skrajnego wzrostu zachorowan sg tylko czgsciowo wyjasnione. Czerniak skory jest
nowotworem o wysokim odsetku wyleczen, gdy zaawansowanie choroby ograniczone jest
miejscowo do skory. Wykrywanie na wczesnym etapie zaawansowania, doktadniejsze
poznanie czynnikow ryzyka zwigkszajacych jego wystgpowanie oraz ich prewencja stanowig
zatem priorytet w walce o zmniejszenie $miertelno$ci. Obecnie koncepcja onkogenezy
czerniaka jest uwazana za proces wieloczynnikowy obejmujacy czynniki genetyczne,
epigenetyczne i1 Srodowiskowe. Identyfikacja czynnikow genetycznych, epigenetycznych i
srodowiskowych wptywajacych na powstawanie czerniaka moze prowadzi¢ do poprawy
prewencji jak i jego diagnostyki, a takze wczesnego rozpoznawania pacjentow ze zwigkszonym

ryzykiem progresji i uzyskania lepszych wynikéw onkologicznych.

Cel badania.

Celem niniejszej dysertacji doktorskiej byta kompleksowa analiza patogenezy czerniaka
ztosliwego skory obejmujaca identyfikacje czynnikow srodowiskowych, epigenetycznych i
genetycznych majacych wplyw na jego rozwoj. Ponadto po raz pierwszy w historii
scharakteryzowano wiek epigenetyczny za pomoca réznych zegaréw biologicznych opartych
na metylacji DNA oraz okre§lono wspotczynnik tempa starzenia si¢ pacjentdéw z rozpoznanym

czerniakiem zto§liwym skory w porownaniu do populacji zdrowe;.

Material i metody.

Badanie zostalo przeprowadzone w grupie 202 pacjentéw (grupa badawcza — 101 os6b, grupa
kontrolna — 101 os6b). Do grupy badawczej zostali wlaczeni pacjenci z nowo lub w przesztosci
rozpoznanym czerniakiem zto§liwym skory. Wszyscy uczestnicy badania byli ankietowani za

pomoca obszernego kwestionariusza wywiadu. Od wszystkich uczestnikdw zostata pobrana
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krew zylna oraz dwukrotnie wykonano wymaz ze S$luzowek policzka. Nastepnie
przeprowadzono ogolnogenomowa analize metylacji DNA oraz ogdlnogenomowa analize
zmienno$ci SNP (ang. Single Nucleotide Polymorphism) dla prébek pobranych od wszystkich
uczestnikdw badania z zastosowaniem technologii mikromacierzy Illuminy (Infinium® Global
Screening Array i Infinium® MethylationEPIC 850K, Illumina). Na podstawie zebranych
szczegblowych danych kwestionariuszowych zostala przeprowadzona analiza korelacji
pomiedzy czynnikami srodowiskowymi, danymi metylacyjnymi, danymi SNP a wystgpieniem
czerniaka ztosliwego skory, a takze zostat okreslony wiek epigenetyczny pacjentow za pomoca

r6éznego rodzaju zegaréw biologicznych opartych na metylacji DNA.

Wyniki.

Ryzyko rozwoju czerniaka ztosliwego istotnie zwigkszato brak wyzszego wyksztatcenia,
korzystanie z solarium, a takze przynajmniej jeden epizod oparzenia stonecznego w zyciu.
Pacjenci z rozpoznanym czerniakiem ztosliwym charakteryzowali si¢ bardziej nasilonym
starzeniem 1 fotostarzeniem skory twarzy w pordwnaniu do grupy kontrolnej, jednak starzenie
si¢ skory nie korelowalo z wiekiem epigenetycznym. Pacjenci z czerniakiem inwazyjnym
charakteryzowali si¢ istotnie nizszymi warto§ciami parametru tempa starzenia si¢ PoOAm niz
pacjenci bez rozpoznanego czerniaka zto§liwego skory. Ponadto pacjenci z czerniakiem
zlokalizowanym na skorze twarzy charakteryzowali si¢ istotnie wyzsza $rednig warto$ci
parametru DNAmTL (tj. dlugos$cia telomeréw oszacowanej na podstawie metylacji DNA) w
poréwnaniu do pacjentéw u ktorych czerniak zostat zdiagnozowany w lokalizacjach mnie;j
nastonecznionych. Podobng zalezno$¢ wykazano pomi¢dzy czerniakiem wywodzacym si¢ z
plamy soczewicowatej a szerzacym si¢ powierzchownie. W niniejszym badaniu nie wykazano
bezposredniej korelacji migdzy danymi metylacyjnymi, czynnikami $rodowiskowymi a
wystgpieniem czerniaka ztosliwego skory. Nie zidentyfikowano nowych, dotychczas
nieznanych wariantow SNP zwigkszajacych podatno$¢ na zachorowanie na czerniaka
zto§liwego. Natomiast badana populacja polskich pacjentéw z czerniakiem ztosliwym skory
charakteryzowata sig¢ istotng predyspozycja genetyczng do jego rozwoju w zakresie wszystkich
dotychczas odkrytych markeréw SNP charakterystycznych dla czerniaka w populacji

europejskiej.

Whioski.
Czerniak ztosliwy skoéry nie towarzyszy przy$pieszonemu starzeniu si¢ organizmu.

Zaobserwowane w niniejszym badaniu wolniejsze tempo biologicznego starzenia si¢ u
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pacjentéw z czerniakiem zto$liwym skoéry moze sprawiaé, ze maja oni mniejsze ryzyko
zachorowania na choroby zwigzane z wiekiem, takie jak np. choroby ukladu krazenia czy
nowotwor jelita grubego ale wymaga to szerszych badan. Natomiast starzenie si¢ skory nie
koreluje z wiekiem epigenetycznym, zatem wyglad zewngtrzny nie jest dobrym predyktorem
wystepowania chorob zwigzanych z wiekiem. Zaobserwowane w niniejszej pracy pionierskie

wyniki wydajg si¢ mie¢ bardzo praktyczne 1 interdyscyplinarne implikacje kliniczne.

Stowa kluczowe.

czerniak zlosliwy, czynniki ryzyka, tempo starzenia, epigenetyka, SNP
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8. Streszczenie pracy w jezyku angielskim (Summary)

Introduction.

Skin cancers are the most common cancers, and of these, the most aggressive type is malignant
melanoma. Due to its rapid growth rate, dynamic development and frequent metastases, it is the
most difficult to treat and therefore has the worst prognosis and the highest mortality rate.
According to the latest epidemiological data, the incidence of melanoma is rapidly increasing
at an alarming rate compared to any other type of cancer. The reasons for the extreme increase
are only partially understood. Skin melanoma is a cancer with a high cure rate when the disease
is limited to the skin. Detection of melanoma at an early stage, better understanding of the risk
factors that increase its occurrence and their prevention are a priority to reduce mortality.
Currently, the concept of melanoma oncogenesis is considered to be a multifactorial process
involving genetic, epigenetic and environmental factors. Identification of genetic, epigenetic
and environmental factors affecting the formation of melanoma may lead to improved
prevention and diagnosis of melanoma, as well as early diagnosis of patients with an increased

risk of progression and better oncological results.

Aim of the study.

The aim of this doctoral dissertation was a comprehensive analysis of the pathogenesis of
malignant melanoma of the skin, including the identification of environmental, epigenetic and
genetic factors affecting the development of melanoma. In addition, for the first time in history,
epigenetic age was characterized using different biological clocks based on DNA methylation,
as well as age acceleration of patients diagnosed with malignant melanoma compared to the

healthy population was determined.

Material and methods.

The study was conducted in a group of 202 patients (research group - 101 people, control group
- 101 people). Patients with newly or previously diagnosed malignant melanoma of the skin
were included in the research group. All study participants were interviewed using an extensive
interview questionnaire. Venous blood was collected from all participants and a buccal mucosa
swab was performed twice. Genome DNA methylation and SNP (Single Nucleotide
Polymorphism) analyses of all study subjects were performed using Illumina's microarray

technology (Infinium® Global Screening Array and Infinium® MethylationEPIC 850K,
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[llumina). Based on the collected detailed questionnaire data, an analysis of correlations
between environmental factors, methylation data, SNP data and the occurrence of malignant
melanoma was carried out, as well as the epigenetic age of patients was determined using

various types of biological clocks based on DNA methylation.

Results.

The risk of developing malignant melanoma was significantly increased by the lack of higher
education, the use of a solarium, and at least one episode of sunburn in a lifetime. Patients
diagnosed with malignant melanoma were characterized by more intense photoaging of the
facial skin compared to the control group, however, skin aging did not correlate with epigenetic
age. Patients diagnosed invasive malignant melanoma were characterized by lower pace of
aging described by PoAm parameter than patients without diagnosed malignant melanoma of
the skin. Moreover, patients with melanoma located on the face were characterized by a
significantly higher average value of the DNAmMTL parameter (i.e. telomere length estimated
on the basis of DNA methylation) compared to patients with melanoma diagnosed in other less
sun-exposed locations. A similar relationship was demonstrated between lentigo melanoma and
superficial spreading melanoma. In this study, no direct correlation was found between
methylation data, environmental factors and the occurrence of malignant melanoma of the skin.
No new, previously unknown SNP variants increasing the susceptibility to malignant melanoma
were identified. On the other hand, the studied population of Polish patients with malignant
melanoma was characterized by a significant genetic predisposition to its development in terms
of all previously discovered SNP markers characteristic of melanoma in the European

population.

Conclusions.

Cutaneous malignant melanoma is not accompanied by accelerated aging of the body. The
slower pace of biological aging observed in patients with cutaneous malignant melanoma may
suggest that they have a lower risk of developing age-related diseases, such as cardiovascular
diseases or colorectal cancer, but this requires further studies. On the other hand, skin aging
does not correlate with epigenetic age, so external appearance is not a good predictor of age-
related diseases. The pioneering results observed in this study seem to have very practical and

interdisciplinary clinical implications.

Key words: malignant melanoma, risk factors, age acceleration, epigenetics, SNP
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